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Estudio in vitro e in vivo de una cepa recombinante de 
Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1ΔgEβgal) 
 
 
 El herpesvirus bovino 1 es un alfaherpesvirus que infecta al ganado bovino produciendo 
cuadros clínicos respiratorios, genitales y/o reproductivos. Es un virus neurotrópico que establece 
latencia en ganglios sensoriales, y la reexcreción viral luego de la reactivación de la infección 
latente es responsable de la perpetuación del agente en los rodeos. En nuestro país la 
seroprevalencia puede alcanzar el 80% y la vacunación es la estrategia utilizada para el control de 
la enfermedad. En nuestro laboratorio se desarrolló, a partir de la cepa BoHV-1.1 Los Angeles 
(LA), un virus recombinante mediante el reemplazo alélico del gen que codifica para la 
glicoproteina E por el gen lac z, denominada BoHV-1∆gEǃgal, para su utilización como vacuna 
marcadora.  
La caracterización genómica de la cepa BoHV-1∆gEǃgal verificó la ausencia de cambios en 
las regiones flanqueantes al gen gE y permitió identificar específicamente los sitios donde ocurrió 
el intercambio alélico. El estudio de RFLP mostró que esta cepa posee un patrón diferente al 
esperado, indicando modificaciones en ciertos sitios de restricción. El estudio del comportamiento 
in vitro mostró que esta cepa es menos eficiente en la producción de partículas virales infectivas 
así como en la dispersión viral respecto a la cepa parental BoHV-1 LA y a otras cepas gE-, tanto en 
el mecanismo de pasaje célula a célula como en el de liberación de partículas virales infectivas al 
medio extracelular. El virus BoHV-1∆gEǃgal se encuentra atenuado en su virulencia en el 
hospedador natural, y esta atenuación es mayor que la descripta para otras cepas gE-, ya que si 
bien induce una respuesta inmune humoral sérica y de mucosas, no se excreta ni produce 
enfermedad clínica luego de la infección intranasal, así como tampoco establece una infección 
latente ni se reactiva experimentalmente. 
La experiencia de infección viral con BoHV-1 y la metodología desarrollada en este trabajo 
aplicada al análisis de muestras provenientes de animales infectados constituyen una valiosa 
herramienta para el estudio de la patogenia de virus genéticamente modificados, virus 
recombinantes y aislamientos de campo. Por otro lado, resulta una contribución al conocimiento de 
la cepa parental BoHV-1 LA que se utiliza en las experiencias de desafío viral. Los resultados de 
este trabajo de Tesis, conjuntamente con los antecedentes de inmunogenicidad, protección frente 
al desafío viral e inocuidad de la cepa BoHV-1ΔgEβgal, sumado a la creciente tendencia mundial en 
el uso de vacunas marcadoras vivas en el control de la enfermedad causada por BoHV-1, indican 
que la cepa BoHV-1ΔgEβgal podría incorporarse como inmunógeno vivo en los esquemas de 
vacunación de futuros planes de control y erradicación de BoHV-1 en nuestro país sin riesgos de 
producir enfermedad, latencia o diseminarse a otros animales, reduciendo la incidencia de 
enfermedad respiratoria bovina.  
Palabras clave: herpesvirus bovino 1; infección viral aguda, latencia y reactivacion; vacunas 







In vitro and in vivo study of a recombinant strain of  
Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1ΔgEβgal)  
  
 Bovine herpesvirus 1 is an alfaherpesvirus that infects cattle producing respiratory, genital 
and reproductive disease. It is a neurotropic virus that establishes latency in sensory ganglia, and 
viral reexcretion after reactivation of latent infections is responsible for the perpetuation of the 
agent in the field. In our country, seroprevalence can reach 80% and vaccination is the strategy 
used to control this disease. A recombinant virus was developed in our laboratory to be used as a 
marker vaccine, from BoHV-1.1 strain Los Angeles (LA) through allelic replacement of the gene 
encoding glycoprotein E by the lac z gene, named BoHV-1∆gEǃgal.  
Genomic characterization of BoHV-1∆gEǃgal strain verified the absence of changes in the 
gE gene flanking regions, and specifically identified the sites where allelic exchange occurred. The 
RFLP study showed that this strain has a different pattern than expected, indicating changes in 
certain restriction sites. The study of the in vitro behavior established that this strain is less 
efficient in producing infectious viral particles as well as in viral dispersion when compared to the 
parental or other gE gene deleted strains, both in the mechanism of cell-to-cell spread and in the 
release of infectious viral particles into the extracellular medium. BoHV-1ΔgEβgal virus is 
attenuated in the natural host, and this attenuation is greater than that described for other gE 
gene deleted strains, albeit immunogenic, it is not excreted nor produces clinical disease after 
intranasal infection, and does not establish a latent infection or is reactivated experimentally. 
The experience of BoHV-1 viral infection and the methodology developed in this work 
applied to the analysis of samples from infected animals are a valuable tool for studying the 
pathogenesis of genetically modified viruses, recombinant virus and field isolates. On the other 
hand, it is a contribution to the knowledge of parental BoHV-1 LA strain which is used in viral 
challenge experiences. The results of this thesis work, taken together with the history of 
immunogenicity, protection against viral challenge and safety of BoHV-1ΔgEβgal strain and the 
increasing global trend towards the use of live marker vaccines in controlling diseases caused by 
BoHV-1, indicate that BoHV-1ΔgEβgal strain could be incorporated as a live immunogen in 
vaccination schemes of future BoHV-1 control and eradication plans in our country without risk of 
causing illness, latency or virus spread to other animals, therefore reducing the incidence of 
bovine respiratory disease. 
 
Keywords: bovine herpesvirus 1; acute viral infection, latency and reactivation; marker vaccines, 






1. HERPESVIRUS BOVINO 1 
 
El herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) es un virus neurotrópico que ocasiona una variedad de 
síntomas clínicos, más comúnmente rinotraqueítis, conjuntivitis y enfermedad genital. En los 
animales adultos BoHV-1 puede causar signos clínicos respiratorios benignos o reducir la 
producción láctea como así también infertilidad y abortos. En los animales más jóvenes BoHV-1 es 
uno de los agentes causales del Complejo Respiratorio Bovino (CRB). Este último está conformado 
por un conjunto de enfermedades comunes, denominadas generalmente neumonía. Es un 
síndrome complejo en cuyo desarrollo intervienen distintos agentes infecciosos que, junto con 
otros factores, generan un estado de compromiso inmunitario en el bovino que desencadena 
signos respiratorios serios. Situaciones estresantes, como castración, descorne, destete, 
transporte, cambios bruscos de temperatura, temporales, hacinamiento, etc., son los principales 
factores que contribuyen a la presentación de CRB ya que BoHV-1 permanece en estado latente en 
el hospedador de por vida. Cuando este síndrome se produce en animales sometidos a viajes, 
arreos o movimientos muy estresantes, se denomina: “fiebre del transporte". 
Los patógenos implicados en CRB son BoHV-1, el virus de la Diarrea viral bovina, virus 
Sincicial Respiratorio bovino y Parainfluenza 3, así como bacterias, principalmente Mannheimia 
(Pasteurella) haemolytica serotipo A1, Pasteurella multocida y Haemophillus somnus. Tanto 
Mannhemia haemolytica como Pasteurella multocida son bacterias consideradas habitantes 
normales del tracto respiratorio y se encuentran presentes sin causar enfermedad alguna. Sin 
embargo, cuando se produce una combinación de estrés e infección viral se convierten en agentes 
terminales de la enfermedad, pudiendo llegar a causar la muerte de los animales. Esto ocasiona 
enormes pérdidas económicas en la industria ganadera mundial.  
Actualmente, la principal estrategia de prevención contra BoHV-1 la constituyen las 




BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia alfaherpesvirinae, género 
Varicellovirus. Todos los miembros de la familia Herpesviridae comparten una morfología común 
del virión (Pellet y Roizman, 2007)(Figura 1). La estructura del virión consta de: 
• Core: contiene el ADN viral que en algunos casos está asociado a una estructura 
proteínica. El material genético de los herpesvirus consiste en una cadena doble de ADN 
lineal,  que se circulariza inmediatamente tras ser liberado de la cápside en el núcleo de la 
célula infectada. El ADN tiene un tamaño aproximado entre 120 y 230 kbp, dependiendo 




• Cápside: presenta simetría icosaédrica y mide aproximadamente 100-110nm de diámetro. 
Está compuesta por 162 capsómeros (150 hexámeros y 12 pentámeros). 
• Tegumento: estructura compuesta de material amorfo que rodea la cápside. 
• Envoltura: Es una estructura con apariencia típica trilaminar, pues proviene de membranas 
celulares parcialmente modificadas. La envoltura posee lípidos conteniendo insertas 
glicoproteínas codificadas por el virus. El número de glicoproteínas diferentes varía de 
acuerdo a la especie.  
 
El virión puede medir desde 120 a 300 nm. Esta variación depende, en parte, del grosor 
del tegumento y del estado de la envoltura, pudiendo variar de unos herpesvirus a otros o, incluso, 
dentro de la misma especie.  
 
Figura 1. Morfología de BoHV-1. Esquema de un virión de herpesvirus donde se encuentran 
señaladas las estructuras principales. Imagen de un virión de BoHV-1 cepa Los Angeles teñido 
negativamente y visualizado mediante microscopía electrónica de transmisión. La barra indica 100 
nm.  
 
Entre las características biológicas compartidas por todos los herpesvirus caben destacar: 
1- El genoma codifica para un gran número de enzimas involucradas en el metabolismo de los 
ácidos nucleicos (timidina quinasa, timidilato sintetasa, dUTPasa, ribonucleótido 
reductasa), en la síntesis de ADN (ADN polimerasa, helicasa, primasa) y en el 
procesamiento de proteínas (proteína quinasas).  
2- La síntesis del ADN viral y el ensamble de la cápside ocurre en el núcleo. Las cápsides 
adquieren la envoltura durante el tránsito por la membrana nuclear.  
3- La producción de la progenie viral está invariablemente acompañada por la destrucción de 
la célula infectada. Las células blanco pueden variar enormemente; mientras unos infectan 
neuronas, otros pueden infectar linfocitos u otros tipos celulares distintos. 
4- Estos virus son capaces, tras una infección aguda, de producir latencia en el hospedador  
infectado, durante la cual, solo un muy pequeño número de transcriptos virales son 
envoltura
glicoproteínas






producidos. En las células que contienen virus latente, el genoma viral se encuentra 
circularizado. 
 
        El Grupo de Estudio de Herpesvirus perteneciente al Comité Internacional de Taxonomía Viral 
(International Committeé on the Taxonomy of Viruses – ICTV) ha clasificado a los herpesvirus en 3 
subfamilias, basándose en sus propiedades biológicas: Alfa, beta y gammaherpesvirinae. Asimismo, 
utilizando datos de homología de secuencias de ADN, similitud de organización genómica y 
estudios de proteínas virales mediante ensayos inmunológicos, se clasificaron dichos virus en 
diversos géneros.  
  
• Alfaherpesvirinae: Tienen un rango variable de posibles huéspedes, ciclo reproductivo 
relativamente corto, una rápida diseminación en cultivo de tejidos, eficiente destrucción 
celular y alta capacidad para establecer latencia principalmente en ganglios sensoriales. 
Esta subfamilia contiene los géneros Simplexvirus (HSV-1, Herpes simples virus 1), 
Varicellovirus (VZV, Varicella zoster virus), Mardivirus (previamente denominado Marek´s 
disease-like virus), e Iltovirus (previamente denominado Infectious laryngotracheitis-like 
virus) (ICTV, http//www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm). Dos características 
biológicas fundamentales influyen y determinan el tipo de enfermedades que desarrollan: 
la neurovirulencia y la latencia. La capacidad que poseen los alfaherpesvirus de infectar 
células nerviosas ocasiona el establecimiento de latencia (generando un reservorio del 
virus) e, incluso, el desarrollo de enfermedades neurológicas severas.  
• Betaherpesvirinae: Tienen un rango de huésped muy estrecho. El ciclo reproductivo y el 
progreso de la infección en cultivo son lentos. La célula infectada puede aumentar mucho 
de tamaño (citomegalia). El virus puede establecer una infección latente en glándulas 
secretoras, células linfoides, riñón y otros tejidos. Esta subfamilia esta compuesta por los 
géneros Cytomegalovirus (HCMV, Human cytomegalovirus), Muromegalovirus (MCMV, 
Murine cytomegalovirus) y Roseolovirus (HHV-7, Human herpes virus 7).  
• Gamaherpesvirinae: El rango de hospedador experimental de los miembros de esta 
subfamilia esta limitado a la familia u orden a la cual pertenece el hospedador natural. In 
vitro, todos los miembros de este grupo replican en células linfoblásticas, aunque en 
algunos casos pueden causan infecciones líticas en células fibroblásticas o epiteliales. 
Existen virus específicos de linfocitos T y B, y se ha demostrado virus latente en tejidos 
linfoides. Esta subfamilia contiene dos géneros: Lynphocryptovirus (EBV, Epstein-Barr 
virus) y Rhadinovirus (SaHV-2, Saimiriine herpesvirus 2).  
Adicionalmente, los herpesvirus relacionados son clasificados como especies diferentes de 




1. Si sus secuencias nucleotídicas difieren a lo largo de todo el genoma de manera fácilmente 
demostrable ó,  
2. Si ocupan nichos biológicos distintos en virtud de su epidemiología y patogenia, o si tienen 
distintos hospedadores naturales. 
 
La familia Herpesviridae agrupa numerosos agentes virales que poseen gran importancia 
económica, encontrando varias especies que afectan a rumiantes (Tabla 1) (Schwyzer y Ackerman, 
1996; Thiry et al., 2006; Deim et al., 2007; Muylkens et al., 2007). 
 
Agente Subfamilia Enfermedad Hospedador 
BoHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad respiratoria y reproductiva Bovino 
BoHV-2 Alfaherpesvirinae Mamilitis ulcerativa Bovino 
BoHV-4 Gammaherpesvirinae Enfermedad reproductiva Bovino 
BoHV-5 Alfaherpesvirinae Meningoencefalitis en terneros Bovino 
BLHV Gammaherpesvirinae No determinado Bovino 
CpHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad generalizada en cabritos, 
genital en adultos 
Caprinos 
OvHV-2/AlHV-1  Gammaherpesvirinae Fiebre catarral maligna Bovinos 
BuHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad genital subclínica Búfalos 
PRV Alfaherpesvirinae 
Porcinos: enfermedad respiratoria, nerviosa 
y reproductiva.  
Rumiantes y carnívoros: enfermedad 
neurológica mortal 
Porcinos 
CvHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad ocular Ciervo colorado 
CvHV-2 Alfaherpesvirinae Infección genital subclínica Reno 
ElkHV-1 Alfaherpesvirinae Infección genital subclínica Wapiti 
Tabla 1: Herpesvirus que infectan a rumiantes (Schwyzer y Ackerman, 1996; Thiry et al., 2006; 
Deim et al., 2007; Myulkens et al., 2007). 
 
El estudio de la organización del genoma viral otorga un criterio diferente de clasificación 
de los herpesvirus. El tamaño de la molécula de ADN varía de 120 a 250 kpb y su secuencias 
contienen una composición de G+C entre el 31% y el 75% del total. Los genomas poseen 
secuencias repetidas tanto internas como terminales que pueden variar en número de copias 
llevando de esta manera a variaciones en el tamaño del genoma de hasta 10 kpb. La presencia y 
ubicación de estas secuencias repetidas permiten la división de los herpesvirus en 6 grupos, 
designados con las letras A a F (Pellet y Roizman, 2007). BoHV-1 ha sido clasificado como 






Figura 2. Esquema de la organización genómica de las seis clases de genoma presentes en la 
Familia Herpesviridae. Los genomas A, B, C, D, E, y F están ejemplificados por herpesvirus de 
channel catfish, herpes virus saimiri (SaHV-2), virus Epstein-Barr (EBV), virus varicela zoster (VZV), 
virus herpes simple (HSV) y herpesvirus tupaia, respectivamente. En el esquema las líneas 
horizontales representan regiones únicas o casi únicas. Las regiones repetidas están dibujadas 
como rectángulos y designadas como repeticiones terminales izquierda y derecha (LTR y RTR) 
para el grupo A, repeticiones R1 a R4 para repeticiones internas del grupo C, e interna y terminal 
para grupo D. Los extremos del grupo E (HSV-1) consisten de dos elementos. Uno de los extremos 
contiene n copias de la secuencia “a” al lado de una secuencia más larga denominada “b”. El otro 
extremo posee una secuencia “a” seguida de una secuencia denominada “c”. Las secuencias 
terminales “ab” y “ca” están insertadas en orientaciones invertidas (marcadas con comillas) de 
modo de separar la región única en un dominio largo (UL) y uno corto (US). Las repeticiones 
terminales de los genomas de tipo F aún no han sido descriptas. En el grupo B, las secuencias 
terminales están reiteradas muchas veces en ambos extremos. El número de repeticiones en cada 
extremo puede ser diferente. Los componentes de los genomas D y E pueden invertir su posición. 
En los de clase D, el componente corto (US) se invierte en relación al largo (UL). Aunque, con muy 
poca frecuencia, el segmento largo podría invertirse, la mayoría de las moléculas de ADN forman 
dos poblaciones que difieren en la orientación del componente corto. En los genomas E, tanto el 
componente largo como el corto pueden invertirse por lo que el ADN viral consiste de cuatro 
isómeros equimolares. Figura y leyenda extraídas de Roizman y Pellet, 2001.  
 
 
El herpesvirus bovino 1  posee un genoma lineal de ADN doble cadena, organizado en una 
región única larga (UL) y una región única corta (US) la cual se encuentra flanqueada por las 
repeticiones invertidas interna (IR) y terminal (TR) (genoma tipo D) (Pellet y Roizman, 2007). La 
secuencia US (junto con los fragmentos IR y TR) pueden invertir su orientación en relación a la 
región UL, por lo que el ADN extraído de la progenie viral de células infectadas posee una cantidad 
equimolar de dos poblaciones que difieren solo en la orientación de la región US respecto de la UL.  
El tamaño total del genoma de BoHV-1 es de 135.3 kpb y posee 73 marcos abiertos de 
lectura (open reading frame, ORF). Hasta el momento la única secuencia publicada del genoma 
completo de BoHV-1 se realizó a partir de cinco cepas de BoHV-1: K22, Cooper, P8-2, 34 y Jura 




(alfaherpesvirus prototipo) con la única excepción del gen UL0.5 que está presente solo en el 
genoma de BoHV-1 (Delhon et al., 2003). El genoma del virus codifica para diez glicoproteínas; 
seis de ellas están en la región UL, glicoproteína K (gK) (UL53), gC (UL44), gB (UL27), gH (UL22), 
gM (UL10), gL (UL1) y las cuatro restantes en la región US, gG (US4), gD (US6), gI (US7) y gE 
(US8). La proteína codificada por el gen UL49.5 (gN) es considerada una falsa glicoproteína ya que 
no está glicosilada (Liang et al., 1996) (Figura 3).  
 
Figura 3. (A) Organización del genoma de BoHV-1. La replicación del ADN viral genera cantidades 
equimolares de dos isómeros principales que difieren en la orientación relativa de los segmentos 
UL y US (flechas horizontales). La ubicación de los 10 genes que codifican las glicoproteínas de 
BoHV-1 está indicada por cabezas de flechas. La barra vertical indica el sitio de unión del genoma 
luego de la circularización. (B) Vista esquemática de las dos unidades transcripcionales inmediato-
tempranas (IEtu-1 y -2) cuyos promotores se ubican en las regiones IR y TR. La activación del 
promotor de IEtu1 ubicado en IR produce la transcripción de los genes BICP4 y BICP0 mientras 
que la activación del promotor de IEtu1 ubicado en TR produce la transcripción de los genes BICP4 
y circ. La activación del promotor de IEtu2 produce la transcripción del gen BICP22. (C) 
Localización de la región de BoHV-1 que se transcribe activamente durante la latencia originando el 
transcripto asociado a la latencia (LTR). Figura y leyenda extraídas de Muylkens et al., 2007. 
 
 El estudio del genoma de BoHV-1 ha sido abordado principalmente mediante el análisis de 
los patrones de los fragmentos obtenidos luego de la digestión con endonucleasas de restricción 
(RFLP: restriction fragment length polymorphism). En 1983, Mayfield et al. clonaron los fragmentos 
resultantes de la digestión de la cepa Cooper de BoHV-1 con la enzima HindIII (Mayfield et al., 
1983), determinando el patrón con el que luego se compararon distintos aislamientos de BoHV-1 
(Seal et al., 1985) (Figura 4). Esta metodología permitió estudiar aislamientos provenientes de 
otras especies y su relación con BoHV-1 (Varady et al., 1994; Engels et al., 1992) y aportó los 
primeros datos respecto a la existencia de cepas neuropatogénicas de BoHV-1 con perfiles de 
restricción diferentes, que luego fueron reclasificadas como BoHV-5 (Engels et al., 1986; Horiuchi 
et al., 1995). Asimismo, el estudio de cepas vacunales atenuadas ha sido realizado mediante esta 
técnica (Kamiyoshi et al., 2008; Rijsewijk et al., 1999b). En Argentina se subtipificaron de esta 





Figura 4: Imagen de un gel de agarosa  mostrando el patrón de digestión con HindIII a partir del 
ADN de la cepa Cooper de BoHV-1 y los correspondientes fragmentos clonados. Figura y leyenda 
extraídas de Mayfield et al., 1983. 
 
1.B. Epidemiología  
 
El BoHV-1 es el agente causal de la rinotraqueítis infecciosa bovina (IBR), la vulvovaginitis 
pustular infecciosa (IPV) y la balanopostitis pustular infecciosa (IPB) (Wyler et al., 1989). Diversos 
estudios basados en análisis de restricción (Engels et al., 1986; Metzler et al., 1986) y en la 
utilización de anticuerpos monoclonales (Rijsewijk, 1999a; Spilki et al., 2005; D’Arce et al., 2002) 
permitieron la descripción de tres subtipos de BoHV-1 (BoHV-1.1, BoHV-1.2a y BoHV-1.2b). 
El subtipo BoHV-1.1 agrupa las cepas asociadas a los casos respiratorios y es prevalente en 
Europa y América. El subtipo BoHV-1.2a está asociado a una amplia gama de manifestaciones 
clínicas tales como IBR, IPV, IPB y abortos, habiéndose detectado en Europa en los años 70 y 
actualmente presente en Brasil. El subtipo BoHV-1.2b comprende las cepas asociadas con casos de 
infección genital y respiratoria, aunque no así abortos, y son aisladas en Australia y Europa 
(Edwards et al., 1990; Jones y Chowdhury, 2007).  
 
Las infecciones con BoHV-1 están distribuidas mundialmente aunque existen diferencias en 
la prevalencia y la incidencia de las mismas (Ackermann y Engels, 2006). Un reporte de Algeria 
indica una seroprevalencia del 20% (Achour y Moussa, 1996). En Estados Unidos (EEUU), Canadá, 
Australia y Nueva Zelanda la seroprevalencia es alta debido a que se realiza vacunación contra 
BoHV-1 de forma individual, lo cual puede ayudar en la disminución de pérdidas económicas 
debido a los signos clínicos de la infección (van Drunen Littel-van der Hurk et al., 1997). En 
Holanda un reporte de 1994 detectó una seroprevalencia del 49% en vaquillonas de primera 
parición y del 91% en vacas adultas (Van Wuyckhuise et al., 1994). Datos recientes de Polonia 
indican que la seroprevalencia de BoHV-1 es del 21% en los rodeos mientras que los toros 




exitosa de un programa de erradicación en dichos centros en 1976 (Rola et al., 2009). Asimismo, 
se han reportado brotes de enfermedad respiratoria debida a BoHV-1 en Croacia (Lojkic et al., 
2009). En relación a países del Este solo algunos de ellos, como Filipinas, Singapur, Sri Lanka y 
Vietnam, reportaron no haber tenido casos de IBR recientemente (Ackermann y Engels, 2006).  
Los primeros brotes de IBR en Europa se presentaron en los años 70s (Edwards, 1988; 
Metzler et al., 1985). Desde ese momento, diversos países comenzaron a desarrollar programas 
oficiales de control de BoHV-1. Dado que la Unión Europea (UE) permitió a los países libres de IBR 
exigir condiciones de importación de animales, semen y embriones, aumentaron los esfuerzos para 
controlar y erradicar al BoHV-1 de la UE (Ackermann y Engels, 2006). En un encuentro reciente de 
especialistas en BoHV-1 se actualizaron las situaciones de varios países y se plantearon las 
dificultades encontradas en el control y erradicación de este agente (ESVV, 2009). IBR es una de 
las enfermedades incluidas en la directiva 64/432 de la UE de modo que los países miembros 
pueden implementar programas de erradicación y tomar medidas contra la introducción de la 
enfermedad desde otros países miembros (Franken, 2008). Sin embargo la erradicación no es 
obligatoria y cada país tenía sus propios estándares de calificación. Por ello, la UE ha establecido 
criterios epidemiológicos a seguir, y la cooperación entre los laboratorios de diferentes países en 
términos de uso de sueros de referencia, controles de los lotes de ELISA y pruebas serológicas 
bianuales, ha permitido resolver las diferencias entre las legislaciones de cada país individual. En la 
Tabla 2 se encuentran los detalles respecto de la situación de los países de la UE así como las 
vacunas permitidas. Se puede observar que en la mayoría de los países, las vacunas marcadoras 
son utilizadas vivas o inactivadas, y en algunos casos son las únicas permitidas en el contexto de 
un plan de erradicación. Así, Dinamarca, Suecia, Finlandia, Austria, Noruega y Suiza al igual que la 
provincia de Bolzano en Italia y varias regiones de Alemania se encuentran libres de BoHV-1. La 
República Checa y el resto de Alemania tienen programas de erradicación en marcha. 
En América Latina la seroprevalencia de BoHV-1 es muy elevada, con niveles de entre 19-
84 % en México (Magaña Urbiña et al., 2005), 25-55 % y 75% en rodeos lecheros en Uruguay (Gil 
et al., 2003), 22-67 % en Perú (Zacarías et al., 2002; Sánchez et al., 2003), en Colombia entre 20 
a 53 % (Góngora et al., 1995) y hasta de 74,7 % en algunos casos (Betancur et al., 2006). En 
Argentina, los índices de seroprevalencia promedian el 60 % del ganado bovino (entre 24,8 y 84,1 
% según la región y la edad de los animales) (Odeón et al., 2001), y en Brasil el porcentaje es de 
entre el 19 y 85 % (Cerqueira et al., 2000; Guiarte Quincozes, 2005). Un estudio reciente informó 





País Estatus Plan de 
erradicación 







Libre sin vacunación No Ninguna 





Convencionales y marcadoras  
(vivas o inactivadas) 
Libre sin vacunación 
(Franconia y Palatina) Alemania 
Endémico 
Obligatorio Marcadoras (vivas o inactivadas) 
República Checa Endémico Obligatorio Marcadoras (vivas o inactivadas) 
Eslovaquia 
Hungría 
Endémico Obligatorio Convencionales y marcadoras 
(vivas o inactivadas) 
Bélgica Endémico Voluntario Marcadoras (vivas o inactivadas) 
Francia 
Holanda 
Endémico Voluntario Convencionales y marcadoras  
(vivas o inactivadas) 
Polonia Endémico No Marcadoras (inactivadas solamente) 




Endémico No Convencionales y marcadoras 
(vivas o inactivadas) 
Tabla 2: Estatus de los países de la UE respecto a BoHV-1 (Franken, 2008; Beer y Koenig, 2008; 
Cavirani, 2008). 
 
Como se mencionó previamente, si bien BoHV-1 es un patógeno que se encuentra 
diseminado por todo el mundo, existen diferencias en la prevalencia e incidencia debido a la 
ubicación geográfica de la región en cuestión y a las condiciones de crianza de los animales (tipo 
de producción) (Ackermann y Engels, 2006).  
Diversos trabajos han estudiado los factores que constituyen un riesgo para la infección 
con BoHV-1. Algunos de estos factores, tales como la edad, el sexo (las hembras son más 
susceptibles que los machos), el tamaño del rebaño y la carga animal, fueron caracterizados 
exhaustivamente (Boelaert et al., 2005; Solis-Calderon et al., 2003; Vonk Noordegraaf et al., 
2004). Asimismo, se reportaron como factores importantes para el contacto directo de animales (y 
consecuentemente el contagio de BoHV-1), la adquisición o compra de animales y la participación 
de los mismos en eventos especiales (van Schaik et al., 2002, 2003). En el estado de Paraná, 
Brasil, un estudio reciente identificó a los establecimientos productores de carne, con historia de 
abortos, el uso de servicio natural, la producción en campos arrendados y el ingreso de animales 
como los de mayor riesgo (Dias et al., 2008). 
La capacidad de establecer latencia y reactivar de BoHV-1 posee un gran impacto 
epidemiológico, ya que ocasiona el mantenimiento del virus en la población bovina. Los animales 
latentemente infectados (carriers) pueden reactivar el virus y re excretarlo bajo la acción de ciertos 
estímulos tales como parto (Thiry et al., 1985a, 1987), apareamiento, transporte (Thiry et al., 




lecheras, y consecuentemente infectar animales negativos. Por lo tanto, los animales carriers 
deben ser identificados en el marco de un programa de control de la infección. La identificación de 
los mismos se realiza mediante la detección de anticuerpos anti BoHV-1; sin embargo, los 
anticuerpos adquiridos pasivamente (por el calostro) pueden interferir en la respuesta humoral 
luego de la infección (Lemaire et al., 1995, 2000a; Bradshaw et al., 1996). Por lo tanto, es 
necesario desarrollar otras técnicas que permitan detectar a los animales latentemente infectados.  
Otro tema de importancia en la epidemiología de BoHV-1 es la capacidad de este virus de 
traspasar la barrera de especies. Existen evidencias de campo y experimentales que sugieren la 
infección de diversas especies de rumiantes con BoHV-1; sin embargo, no hay indicios claros de 
que estas especies actúen como reservorios del virus (Ackermann et al., 1986). En situaciones 
naturales, se han detectado ovejas y cabras con infecciones agudas y latentes por BoHV-1 (Tolari 
et al., 1990), pero no tendrían un rol importante en la transmisión del virus a los bovinos (Hage et 
al., 1997). A su vez se han detectado anticuerpos contra BoHV-1 en muchas especies de rumiantes 
a campo (Thiry et al., 2006). Se han reportado infecciones experimentales con establecimiento de 
latencia de ovejas, cabras y búfalos con BoHV-1 (Wafula et al., 1985; Engels et al., 1992; 
Lehmkuhl et al., 1985; Six et al., 2001; Scicluna et al., 2009), mientras que los ciervos colorados 
presentan una susceptibilidad limitada (Thiry J et al., 2006; Reid et al., 1986). Por otra parte, los 
bovinos son susceptibles a infecciones por BuHV-1 (Bubaline herpesvirus 1), CpHV-1 (Caprine 
herpesvirus 1), CvHV-1 (Cervid herpesvirus 1), CvHV-2 (Cervid herpesvirus 2) y ElkHV-1 (Elk 
herpesvirus 1) (Deregt et al., 2005; Ackermann et al., 1986; Six et al., 2001; Reid et al., 1986). Se 
demostró la reactividad serológica cruzada entre estos virus y BoHV-1, pudiendo conducir a 
diagnósticos erróneos e interferir con los programas de control y erradicación de BoHV-1 (Thiry et 
al., 2008).  
En cuanto a especies que puedan ser utilizadas como modelo de infección, los conejos 
pueden ser infectados por vía intranasal e intraconjuntival desarrollando signología característica 
(Valera et al., 2008; Meyer et al., 1996), mientras que los ratones no son susceptibles a la 
infección. Recientemente, se desarrollaron ratones genéticamente modificados que son altamente 
susceptibles a la infección con BoHV-1, ya que no producen los receptores de INF-α/ǃ o de INF-Ǆ 
así como tampoco generan linfocitos B y T maduros (Abril et al., 2004).  
 
1.C. Ciclo de replicación viral  
 
La infección de células permisivas por BoHV-1 se inicia con el proceso de ingreso, el cual 
ocurre en tres etapas. La primera interacción involucra el pegado lábil entre las glicoproteínas 
virales (gB y/o gC) y los glicosaminoglicanos celulares (Okazaki et al., 1991, 1993, 1994; Li et al., 
1995; Liang et al., 1992, 1993; Mettenleiter et al., 2002). Luego, se produce la unión estable de la 
glicoproteína D (gD) a un receptor celular (Campadelli-Fiume et al., 2000; Spear et al., 2003).  




virión (Wild et al., 1998). Este proceso es mediado por las glicoproteínas gB (Gerdts et al., 2000), 
el complejo formado entre las glicoproteínas gH/gL (Meyer et al., 1998; Schroder y Keil, 1999) y 
gD (Liang et al., 1995; Reske et al., 2007). El mecanismo de fusión no está aún completamente 
dilucidado, excepto el hecho de que la unión de gD con receptores específicos debe ocurrir 
previamente a la fusión (Spear et al., 2006). 
Según estudios realizados con HSV-1, una vez dentro del citoplasma las cápsides son 
transportadas al núcleo a través de la unión a la dineína de los microtúbulos (Sodeik et al., 1997). 
En esta unión participarían las proteínas del tegumento UL34 y UL31 (Ye et al., 2000, Dhoner et 
al., 2002; Reynolds et al., 2004) y/o VP26 (Antinone et al., 2006). La entrada del ADN viral al 
núcleo ocurre a nivel de los poros de la envoltura nuclear, donde las cápsides liberan el ADN. En 
cuanto el ADN ingresa al núcleo, éste se circulariza sin necesidad de expresión de proteínas virales 
(Garber et al., 1993; Fraefel et al., 1993). 
Mientras las cápsides son transportadas al núcleo, las proteínas del tegumento son 
vertidas en el citoplasma, donde tendrían un rol importante en las etapas tempranas de la 
infección. La proteína VP8 es la más abundante de BoHV-1 (Carpenter et al., 1991; van Drunnen 
Littel-van der Hurk et al., 1995) y se dirige hacia el núcleo gracias a una secuencia de localización 
nuclear (Zheng et al., 2004). Para HSV-1, se sugiere que esta proteína tiene la capacidad de unirse 
a ARN, co-localiza en el núcleo con bICP4, el principal transactivador viral y se probó in vivo que se 
une al menos a un transcripto viral, bICPO (Donnelly et al., 2007). Otra proteína del tegumento es 
el producto del gen UL41, responsable en BoHV-1 de la supresión de la síntesis de proteínas 
celulares (Koppers-Lalic et al., 2001) mediante la degradación de los ARNm. La proteína VP16, 
conocida también como α-TIF (factor transactivador de genes α) es la responsable de la iniciación 
de la transcripción de genes de BoHV-1, transactivando a los genes inmediato-tempranos 
(inmediate early, IE) (genes α). Sin embargo, no todas las proteínas del tegumento se desprenden 
de la cápside durante el ingreso y se demostró que al menos los productos de los genes UL36, 
UL37 y US3 se mantienen asociados a la cápside hasta su anclaje a la membrana nuclear (Granzow 
et al., 2005). 
La expresión de genes de BoHV-1 está regulada temporalmente a lo largo de la infección 
(Wirth et al., 1989). Durante la cascada de transcripción se pueden distinguir tres grupos de genes 
virales dependiendo del momento de la infección en la cual se expresan: los genes α o genes IE 
(immediate early), los genes ǃ o genes tempranos (early, E) y los genes Ǆ o genes tardíos (late, L), 
que codifican proteínas involucradas principalmente en la regulación del ciclo viral, en la replicación 
del ADN viral y en la morfogénesis de nuevos viriones, respectivamente. 
La transcripción de los genes IE es iniciada por un complejo formado por VP16 y proteínas 
celulares que se unen a una región de las secuencias promotoras de las dos unidades 
transcripcionales IE (transcriptional units, IEtu1 y IEtu2) de BoHV-1 (Misra et al., 1994, 1995; 
Wirth et al., 1991). La IEtu1 codifica las proteínas bICP0 y bICP4 (Fraefel et al 1994; Schwyzer et 




presente en la unión del genoma circularizado de BoHV-1 (Fraefel et al., 1993). IEtu2 codifica la 
proteína bICP22. Estas tres proteínas, una vez producidas en el citoplasma, son importadas al 
núcleo donde inducirán la disminución de la expresión de los genes α y activarán la expresión de 
los genes ǃ y Ǆ.  
Las proteínas codificadas por los genes ǃ presentan su pico de expresión entre las 4 y 8 
horas post infección (hpi). Las mismas están implicadas en el metabolismo de nucleótidos y en los 
eventos ligados a la replicación del ADN viral. Esta última da origen a la formación de 
concatémeros, una gran molécula de ADN constituida por muchos genomas ligados 
covalentemente cabeza-cola (Schynts et al., 2003b).  
En cuanto a los genes Ǆ, existen dos grupos: los genes Ǆ1 o tardíos precoces, que 
presentan una expresión aumentada por la síntesis del ADN viral; y los Ǆ2, o tardíos propiamente 
dichos, en los cuales la expresión es totalmente dependiente de la síntesis de ADN viral. Las 
proteínas estructurales (cápside, tegumento, envoltura), codificadas por los genes Ǆ, se producen 
en gran cantidad en el citoplasma o en el retículo endoplasmático. Algunas de ellas migran hacia el 
núcleo donde se ensamblarán para formar las nuevas cápsides. Estos genes asimismo codifican 
para las glicoproteínas virales: las glicoproteínas B, D, H, K y L, las cuales son esenciales para 
lograr una infección productiva en cultivo de tejidos y para la entrada de partículas virales 
extracelulares a las células; las glicoproteínas C, E, I, G, M y N (UL49,5) son consideradas como no 
esenciales (revisado por Dingwell et al., 1995; Davison et al., 2002).  
 
El ensamblaje de las cápsides y el empaquetamiento del ADN ocurren en el núcleo de las 
células infectadas. Este proceso es muy complejo e involucra diversos pasos ordenados: el 
ensamblaje de los 162 capsómeros ocurre sobre un esqueleto de proteínas (Homa y Brown, 1997); 
luego, el ADN concatemérico es clivado en unidades genómicas por un complejo mecanismo y se 
empaqueta en la cápside simultáneamente con el desprendimiento de la misma de la estructura 
proteica de andamiaje (Klupp et al., 2006; Schynts et al., 2002), lo cual estabilizaría las cápsides 
virales (Roos et al., 2009).  
La maduración y la salida de los viriones del núcleo se producen luego de la encapsidación 
del genoma viral. Se han sugerido diversas hipótesis para explicar los mecanismos involucrados en 
el trayecto que realizan los viriones para atravesar la barrera núcleo citoplasmática así como la 
adquisición del tegumento y la envoltura. La primer hipótesis propone que los viriones conservan la 
envoltura adquirida en la membrana nuclear interna durante todo el trayecto a través del retículo 
endoplasmático y el aparato secretorio hasta el exterior celular (modelo luminal) (Campadelli-
Fiume et al., 1991; Enquist et al., 1998). El segundo modelo es el de envelopment-deenvelopment-
reenvelopment y es actualmente el más aceptado (revisado en Mettenleiter, 2006a, b) (Figura 4). 
En este modelo, la envoltura primaria es adquirida cuando las cápsides conteniendo el ADN 
“brotan” por la membrana nuclear interna hacia el espacio periplásmico (envelopment). Luego, se 




al citoplasma (de-envelopment). Una vez en el citoplasma las cápsides adquieren el tegumento 
maduro y la envoltura final (con las glicoproteínas insertas) al ingresar por brotación a vesículas 
del trans Golgi (reenvelopment) (Mettenleiter, 2002, 2004; Granzow et al., 2001). Recientemente, 
se ha propuesto un nuevo mecanismo tanto para HSV-1 como para BoHV-1 (Wild et al., 2005; 
Leuzinger et al., 2005). Estos trabajos sugieren que las cápsides desnudas salen del núcleo por 
poros “ensanchados” y adquieren la envoltura al ingresar a las cisternas del Golgi o vacuolas 
derivadas del Golgi (Wild et al., 2005; Leuzinger et al., 2005). En todos los casos, las vesículas del 
Golgi conteniendo viriones maduros son trasportadas hacia la membrana plasmática y luego de 
fusionarse la membrana de la vesícula con la membrana celular, se liberan los viriones al medio 
extracelular.  
El proceso secuencial (envelopment- deenvelopment-reenvelopment) de egreso viral en la 
morfogénesis de los viriones ocurre en compartimientos subcelulares distintos e involucra distintas 
proteínas virales (revisado en Mettenleiter, 2006). Así, en la adquisición de la envoltura primaria es 
necesaria la interacción entre UL31 y UL34, que forman parte de los viriones primarios pero están 
ausentes en las partículas maduras (Fuchs et al., 2002). En ausencia de UL31 y UL34, las cápsides 
intranucleares no alcanzan la membrana nuclear interna para comenzar el proceso de adquisición 
de la envoltura primaria, y la fosforilación de UL31 por US3 es necesaria para esto en HSV-1 (Mou 
et al., 2009). La proteína US3, presente tanto en viriones primarios y maduros de PRV (Granzow et 
al., 2004) y HSV-1 (Reynolds et al., 2002) está involucrada en la pérdida de esta envoltura 
primaria, ya que en su ausencia viriones envueltos se acumulan en el espacio perinuclear  (Klupp 
et al., 2001). En HSV-1, las glicoproteínas gB y gH actúan de manera redundante para promover la 
fusión entre la envoltura primaria viral y la membrana externa nuclear, ya que en ausencia de 
ambas los viriones se acumulan en el espacio perinuclear. La fosforilación de la cola citoplasmática 
de gB por parte de US3 sería el evento central del proceso de fusión en HSV-1 (Wisner et al., 
2009).  
 
Figura 4. Esquema del modelo “envelopment-deenvelopment-reenvelopment” de egreso de 





Luego de la fusión entre la envoltura y la membrana nuclear externa, las nucleocápsides 
son liberadas al citoplasma, donde se comprobó que llevan las proteínas UL36, UL37 y US3 (Fuchs 
et al., 2002). La adquisición del resto del tegumento y la envoltura secundaria por brotación en 
vesículas del sistema trans Golgi depende de la interacción de varias proteínas virales, muchas aún 
no estudiadas. En el sistema de trans Golgi se incorporan otras dos proteínas del tegumento (UL11 
y UL49). UL49 interactúa con la cola citoplasmática de gE y gM en PRV (Fuchs et al., 2002) y gH 
en HSV-1 (Gross et al., 2003) y su ausencia produce la acumulación de cápsides en el citoplasma 
(Brack et al., 1999, 2000), lo mismo ocurre luego de la deleción de UL11 y gM en PRV (Kopp et al., 
2004) y en HSV-1 (Leege et al., 2009). En HSV-1, este fenotipo se observó luego de la deleción 
tanto de gE como de gD (Farnsworth et al., 2003), mientras que la deleción de sólo una de estas 
proteínas no mostró alteraciones en la adquisición de la envoltura secundaria y egreso de los 
viriones (Lee et al., 2009). La proteína UL48 podría ser central en esta etapa de maduración en 
PRV y HSV-1 y se ha comprobado su interacción con UL46, UL47, UL41, UL49 (Mettenleiter, 2002). 
La proteína UL48 interactúa con UL3,5 en BoHV-1 y PRV y la ausencia de esta ultima impide el 
egreso viral (Lam et al., 2000, 2004; Fuchs et al., 2007). Asimismo, la interacción entre la proteína 
UL20 y la gK estaría involucrada en la maduración (Fuchs et al., 1997) aunque para HSV-1 esta 
interacción no sería necesaria y sólo la UL20 estaría involucrada en la adquisición de la envoltura 
secundaria (Melancon et al., 2007).  
Finalmente, la adquisición de la envoltura secundaria y el direccionamiento a las 
membranas de las células infectadas se produce por la acción de glicoproteínas virales que se 
encuentran en las membranas de las vesículas derivadas del aparato de Golgi de manera aún no 
esclarecida, aunque se supone que existe cierta redundancia en la participación de las distintas 
glicoproteínas en este proceso.  
 
1.D. Patogenia  
 
Entrada, infección aguda y diseminación  
La puerta de entrada natural de BoHV-1 la constituyen la cavidad nasal, orofaringe y la 
conjuntiva ocular, así como la vagina y el prepucio del bovino, siendo el contacto directo la forma 
de contagio más común. La infección respiratoria se produce por el contacto nariz con nariz entre 
los animales aunque la transmisión por aerosoles ha sido reportada (Mars et al., 2000b). La 
infección genital ocurre comúnmente durante la monta pero también puede transmitirse mediante 
semen contaminado utilizado en inseminación artificial (Parsonson y Snowdon, 1975; Grom et al., 
2006; Eaglesome y García, 1997; van Oirschot, 1995).  
El mecanismo molecular responsable del tropismo del virus por las células epiteliales de las 




responsable de la primera interacción entre le virus y la célula del hospedador, aunque esto no ha 
sido establecido para BoHV-1 ya que los virus deleteados en el gen gC retienen la virulencia en el 
bovino (Kaashoek et al., 1998). Sin embargo, diferencias encontradas entre la secuencia 
nucleotídica de gC de los subtipos 1.1 y 1.2 de BoHV-1 (Rijsewijk et al., 1999a) podrían explicar los 
distintos tropismos de estos subtipos en las infecciones naturales, aunque experimentalmente se 
ha demostrado que ambos pueden replicar eficientemente en células del epitelio genital y 
respiratorio (Miller et al., 1984; Smith et al., 1980; Edwards et al., 1991) tal como es el caso de 
HSV-1 y 2 (Gerber et al., 1995). 
Luego de ingresar, el virus se multiplica activamente en las células epiteliales de las 
mucosas respiratoria y genital y en las tonsilas durante aproximadamente cinco días. Como 
consecuencia se producen nuevos viriones y la muerte de las células infectadas. Así aparece la 
patología típica de la infección primaria y se produce el pico de excreción viral, descendiendo hacia 
los 10-12 días aproximadamente. La replicación local y destrucción de las células infectadas darán 
origen a las lesiones típicas de la infección viral con BoHV-1 en bovinos, como por ejemplo 
vesículas en la piel y úlceras en mucosas, lesiones en tracto respiratorio superior y genital.  
Luego de un ciclo de multiplicación viral en las células epiteliales del portal de entrada, las 
partículas virales se diseminarán de tres maneras diferentes: local, por viremia y neuronal.  
La diseminación local se produce por dos vías diferentes: la propagación extracelular, 
donde las partículas virales producidas son liberadas al medio extracelular y se diseminan hasta 
encontrar una célula susceptible; y, la diseminación célula a célula, en la cual las partículas virales 
pueden pasar directamente de una célula infectada a una célula adyacente. El pasaje de célula a 
célula puede ocurrir por formación de sincicios debido a la fusión de la membrana plasmática de la 
célula infectada con la membrana plasmática de las células adyacentes no infectadas (Turner et 
al., 1998). Se ha demostrado que las glicoproteínas B, D, H y L de HSV-1 son necesarias y 
suficientes para la fusión de membranas (Turner et al., 1998). Otro mecanismo de pasaje del virus 
de una célula a otra es a través de las uniones celulares. En este caso, se requiere de la 
participación de un gran repertorio de proteínas virales: gE, gG, gI gB, gD, gH y gL (Muylkens et 
al., 2003; Nakamichi et al., 2000). Este mecanismo será abordado en mayor profundidad más 
adelante. Finalmente, un mecanismo adicional de pasaje entre células estudiado en Prv es el de la 
formación de proyecciones celulares inducidas por la proteína quinasa viral Us3 que comunican 
células distantes entre sí (Favoreel et al., 2005).  
La diseminación por viremia podría ocurrir en infecciones con BoHV-1, como es el caso de 
la enfermedad sistémica mortal en terneros seronegativos (Mechor et al., 1987; Higgins et al., 
1986) o el aborto en vacas preñadas (Miller et al., 1991). Recientemente se presentaron datos que 
indicarían, luego de analizar fetos bovinos abortados, que el acceso del virus se habría producido 
vía hematógena (Crook et al., 2009). Existen evidencias sobre la circulación libre del virus ya que 
se lo ha aislado de suero de animales infectados experimentalmente por vía intranasal (Kaashoek 




demostró in vitro que BoHV-1 infecta leucocitos de sangre periférica (Hanon et al., 1996) Sin 
embargo, la diseminación asociada a células es controversial porque si bien se ha detectado la 
presencia de ADN viral por PCR en linfocitos de sangre periférica, no se logró aislar el virus (Fuchs 
et al., 1999; Mweene et al., 1996).  
Luego de la infección inicial de los tejidos periféricos, las partículas virales nuevas invaden 
el sistema nervioso periférico a través de las terminaciones axonales de las neuronas sensitivas de 
la región infectada. De esta forma, se establece una infección latente de por vida, que, bajo ciertas 
condiciones, puede reactivarse y producir una reinfección del tejido periférico. Dependiendo de la 
especie viral en cuestión, de la virulencia de la cepa y de características del hospedador implicado 
(especie, edad, estado inmunológico), luego o durante la replicación viral en el SNP, la infección se 
disemina hacia el sistema nervioso central (SNC) causando infecciones letales (Enquist et al., 1998, 
2002). Las mucosas orofaríngea y nasal son inervadas principalmente por ramas de los nervios 
craneales trigémino y olfatorio. Estos dos nervios constituyen las vías más comunes de acceso al 
SNP. Si el ingreso del virus fue por vía genital, este replica en las mucosas vaginal y prepucial, 
estableciendo latencia en los ganglios sacros.  
Los alfaherpesvirus que infectan células diferenciadas no replicativas tales como las 
neuronas, han evolucionado de manera de adquirir un arsenal enzimático necesario para la 
multiplicación viral dentro de las células en reposo (Muylkens et al., 2003). El gen UL23, codifica 
para el complejo heterodimérico de la timidina quinasa (TK). Esta enzima fosforila a la 
deoxitimidina generándose el producto necesario para la síntesis de DNA en las células quiescentes 
(Roizman y Pellet, 2001). Los inhibidores competitivos de la TK son la base de la creación de los 
compuestos antivirales de los herpesvirus (revisado en Field et al., 2006). Las cepas TK- de BoHV-
1 y PrV resultaron ser menos virulentas que las cepas salvajes (Ferrari et al., 2000; Kaashoek et 
al., 1996a), sin embargo, la cepa BoHV-1 TK- conserva su capacidad neuroinvasiva, de modo que 
es capaz de establecer latencia y reactivarse (Whetstone et al., 1992). Las mutantes de deleción 
de los genes UL39 y UL40 (codifican para la ribonucleótido reductasa) de PrV son avirulentas luego 
de la administración intranasal en cerdos (De Wind et al., 1993). Un estudio clínico realizado en 
bovinos con cepas mutantes de BoHV-1, demostró la importancia de la dUTPasa en la patogenia 
de la rinotraqueítis infecciosa bovina (Liang et al., 1997).  
 
Latencia y reactivación  
Los alfaherpesvirus poseen la capacidad de establecer latencia en neuronas de ganglios 
sensoriales  (ganglios trigémino y sacro), aunque se ha demostrado la existencia de ADN viral en 
diversas regiones del SNC y tonsilas (revisado por Vogel et al., 2003). Durante la latencia no se 
produce virus infeccioso, y solo bajo ciertos estímulos esta situación será revertida induciéndose la 





Los procesos de latencia y reactivación son de fundamental importancia a nivel de la 
virulencia y la patogenia de los alfaherpesvirus dado que el genoma viral latente no puede ser 
eliminado del hospedador infectado (Muylkens et al., 2003), de modo que un hospedador 
latentemente infectado constituye un reservorio natural del virus. Asimismo, se han reportado 
casos de latencia doble: neuronas humanas latentemente infectadas con HSV-1 y VZV (Theil et al., 
2003) y bovinos con 2 cepas de BoHV-1 (Whetstone y Miller, 1989) o con BoHV-1 y BoHV-5 
(Campos et al., 2009). Hasta el momento no se ha reportado la existencia de una cepa de BoHV-1 
que no establezca una infección latente en ganglio trigémino (GT).  
El ciclo de latencia-reactivación puede ser dividido en tres etapas principales: 
establecimiento, mantenimiento y reactivación (Jones, 2003; Jones y Chowdhury, 2007). El 
establecimiento de la latencia ocurre durante la infección aguda que comienza en las células de las 
mucosas, con una cascada muy regulada de transcripción de genes virales que lleva a la activación 
de caspasas y p53 y produce altos niveles de muerte celular programada (Winkler et al., 1999, 
Devireddy y Jones, 1999). Las partículas virales entrarían a las terminales de las neuronas 
sensitivas distribuidas en el epitelio, ganando acceso al SNP mediante pasaje célula a célula 
(Enquist et al., 1998). Si la infección se inició a través de la cavidad oral, nasal o conjuntival, el 
sitio de latencia lo constituyen los cuerpos de las neuronas sensitivas del GT, a donde llega el virus 
mediante transporte asociado a microtúbulos a través de los axones. Así, durante los cinco 
primeros días post infección (dpi), pueden detectarse altos niveles de expresión de genes virales 
(Schang y Jones, 1997) y virus infectivo en GT (Inman et al., 2002). Luego, la detección de 
transcriptos o partículas virales se detiene, pero se puede detectar genoma viral en GT (Mweene et 
al., 1996; van Engelenburg et al., 1995a; Meyer et al., 2001). El período en el cual se deja de 
detectar virus infeccioso y expresión de genes virales pero con presencia de ADN viral en GT se 
considera como el establecimiento de la latencia (Jones y Chowdhury, 2007).  
La etapa de mantenimiento de la latencia dura toda la vida del hospedador y se define 
como el período donde no se detectan partículas virales infecciosas por aislamiento viral (Jones, 
2003). El genoma viral "en latencia" está presente en forma de episoma circular (Rock y Fraser, 
1983, 1985) y está asociado a histonas celulares (Deshmane et al., 1989).  
La etapa de reactivación se inicia luego de que ciertos estímulos externos (por ejemplo, 
estrés e inmunosupresión) inducen la expresión de genes virales. Hasta el momento no se ha 
definido si la neurona que realiza la reactivación sobrevive y mantiene la latencia, o si muere como 
consecuencia de la infección productiva del virus (Jones, 2003). La reactivación de los 
alfaherpesvirus produce enfermedades recurrentes y transmisión del virus a hospedadores 
susceptibles. Aunque la reactivación de la infección latente por BoHV-1 no ocasiona, en general, 
una recurrencia de la enfermedad clínicamente significativa, tiene como consecuencia la dispersión 
viral en el rodeo y suele ser el origen de un cuadro más severo de neumonía, en la cual la 
infección viral predispone a la patogenicidad de bacterias comensales del aparato respiratorio 




En el mecanismo de regulación del ciclo de latencia-reactivación está presente la acción de 
dos transcriptos virales: el transcripto del gen LR (latency related) y del ORF-E. El transcripto del 
gen LR es el primer transcripto viral expresado en neuronas y ha sido detectado en GT a las 24 hpi 
mientras que no se detectó la expresión de genes IE o E a estos tiempos tempranos (Devireddy y 
Jones, 1998). El transcripto LR jugaría un rol central en el resultado de la infección viral en 
neuronas. El gen LR se transcribe en grandes cantidades en neuronas (Rock et al., 1987, 1992; 
Kutish et al., 1990) y es antisentido al gen bICP0. La expresión del gen LR estaría regulada por 
factores dependientes del tipo celular ya que se observó que la ubicación del sitio de inicio de la 
transcripción de LR durante la infección lítica se encuentra río abajo del sitio de inicio de la 
transcripción durante la infección en GT (Bratanich et al., 1992a; Hossain et al., 1995). El gen LR 
contiene dos ORF (ORF-1 y ORF-2) y codifica para dos productos que promueven el 
establecimiento de la latencia inhibiendo la apoptosis (Ciacci-Zanella et al., 1999; Delhon et al., 
2003; Henderson et al., 2004). Asimismo, el ARN LR es necesario para inhibir la infección 
productiva, bloqueando la expresión de genes virales mediante la inhibición de la expresión del gen 
bICP0 (Bratanich et al., 1992b; Geiser et al., 2002; Schang et al., 1996) y la proliferación celular, 
impidiendo el ingreso a la fase S del ciclo celular (Schang et al., 1996; Geiser y Jones, 2005).  
La expresión tanto del ORF-1 como del ORF-2, así como la presencia de sus productos, ha 
sido detectada en las neuronas de GT de animales latentemente infectados (Meyer et al., 2007a; 
Hossain et al., 1995, Jiang et al., 1998). Se demostró recientemente que el producto del ORF-2 
posee actividad anti-apoptótica en células de neuroblastoma murino transfectadas (Shen y Jones, 
2008). Se determinó que ORF-1 interactúa con un factor de transcripción celular (Meyer et al., 
2007b) y que a su vez este factor estimula la infección productiva así como la reactivación del 
estado latente cooperando con αTIF para activar la función promotora del IEtu1 (Meyer y Jones, 
2009). Adicionalmente, se comprobó que el tratamiento con dexametasona de animales 
latentemente infectados induce la expresión de estos factores de transcripción celulares que 
estimulan la actividad de bICPO, aunque esto no necesariamente culmine en la expresión de genes 
tardíos ni en la reexcreción viral (Workman et al., 2009). A su vez, se detectó la expresión de una 
proteína de fusión entre el ORF 1 y 2 (Devireddy et al., 2003; Jiang et al., 2004) a los 7 dpi (7d 
cDNA) que interactúa con dos proteínas pro-apoptóticas (Meyer et al., 2007b). Esto impediría la 
muerte programada de neuronas mediada por linfocitos T citotóxicos (Jones y Chowdhury, 2007), 
contribuyendo al establecimiento de la latencia.  
El ORF-E es un marco abierto de lectura presente dentro de la secuencia promotora del 
gen LR, es “antisense” al transcripto LR y se encuentra río abajo del ORF de bICP0. El transcripto 
del ORF-E se expresa en células con una infección productiva y en el GT de animales latentemente 
infectados (Inman et al., 2004). El producto del ORF-E es detectado en los núcleos de estas 
neuronas del GT con un suero policlonal y produce proyecciones de tipo neuríticas en células de 
neuroblastoma de ratón transfectadas de manera estable con vectores que expresan ORF-E, lo 
cual estimularía la restauración de las funciones neuronales luego de la infección contribuyendo al 




Se han realizado varios estudios in vivo para determinar el rol del gen LR durante las 
infecciones aguda y latente. De esta forma, bovinos infectados con un virus que no expresa el LR 
desarrollaron un cuadro clínico más benigno, con excreción viral nasal y ocular reducida y menor 
aislamiento de virus de tonsilas y GT que el virus salvaje (Perez et al., 2005; Inman et al., 2001). 
En GT se detectó menor cantidad de ADN viral (Inman et al., 2002) pero mayores niveles de 
apoptosis hacia el final de la infección aguda (Lovato et al., 2003). Luego de un tratamiento 
inmunosupresor con dexametasona que indujo la reactivación y reexcreción viral en los bovinos 
infectados con el virus salvaje, no se detectó reexcreción del virus mutante (Inman et al., 2002). 
Estos resultados indican que el gen LR está involucrado en la reactivación viral en bovinos. El rol 
del ORF-E en este proceso no ha sido aún estudiado.  
 
Aunque el principal sitio de latencia de BoHV-1 así como de otros alfaherpesvirus son las 
neuronas del GT, pueden establecerse infecciones latentes o persistentes en sitios no neurales. Se 
ha detectado genoma viral en tonsilas (Winkler et al., 2000, Perez et al., 2005), células de sangre 
periférica (Fuchs et al., 1999), linfonódulos y bazo (Mweene et al., 1996), aún en ausencia de virus 
infeccioso. El transcripto LR no es detectado de manera abundante en tejido linfoide (Winkler et 
al., 2000) pero sí en tonsilas, promoviendo la reactivación viral en este tejido mediante la 
expresión de bICP0 (Perez et al., 2005). En las tonsilas de animales infectados con un virus 
mutante en el cual no se expresa el gen LR, la reactivación se bloqueó luego de la expresión de 
bICP0, sugiriendo que el gen LR sería el responsable de los diferentes resultados de la infección en 
tejidos neurales y no neurales (Perez et al., 2006). 
 
La reactivación viral puede ocurrir luego de la exposición a un estímulo de estrés natural 
(Thiry et al., 1985b, 1987) o debido a la administración de corticoesteroides (Sheffy y Davies, 
1972). De esta forma se produce reexcreción viral y transmisión a animales no infectados, 
generalmente sin manifestaciones clínicas. En las neuronas del GT la reactivación involucra el 
comienzo de un nuevo ciclo de replicación viral con expresión de antígenos virales (Winkler et al., 
2002). La reactivación con dexametasona inducida en conejos latentemente infectados con BoHV-1 
mostró que sólo una pequeña proporción de neuronas reactivaba la infección viral (Rock et al., 
1992). La progenie viral llega a los sitios de infección primaria a través de los axones neuronales 
(transporte anterógrado) y se ha sugerido que el estado inmunitario luego de la infección primaria 
o vacunación y la cepa viral influencian la reexcreción viral una vez que la progenie alcanza el 
epitelio de la mucosa (Muylkens et al., 2007).  
Con respecto al estado inmunitario del animal, se comprobó que la respuesta inmune 
adquirida luego de la infección natural o luego de un esquema de vacunación controlaría la 
reexcreción viral (Pastoret et al., 1980). Por lo tanto, intentos de reactivación cercanos a la fecha 
de primoinfección no inducirían la reexcreción viral en bovinos (Muylkens et al., 2007). Animales 




de un tratamiento con dexametasona (Bosch et al., 1997). La cepa viral utilizada en la 
primoinfección también determinaría la probabilidad de reactivación y reexcreción de virus. La 
reactivación experimental de siete cepas distintas de BoHV-1 demostró que no todos los animales 
infectados reexcretan virus, y que la cantidad de virus reexcretado difiere entre las cepas 
estudiadas (Kaashoek et al., 1996b). Infecciones con una mutante deleteada en los genes gC y gE 
estableció latencia pero no se reexcretó luego de la administración de dexametasona (Muylkens et 
al., 2006b), mientras que sí se reexcretó una cepa TK- (Whetstone et al., 1992). Una cepa de 
BoHV-1.2 deleteada en los genes gC y gI, así como dos recombinantes entre esta y BoHV-5, 
establecieron latencia en GT aunque la reactivación en este caso no fue estudiada (Del Médico 
Zajac et al., 2009c). Respecto a las cepas deleteadas en el gen gE, en algunos casos se ha 
reportado reexcreción (Schynts et al., 2003a; Dispas et al., 2003) mientras que en otros no 
(Franco et al., 2002b; Kaashoek et al., 1994). Esto será abordado en más profundidad más 
adelante. 
La respuesta inmune del hospedador jugaría un rol fundamental en la regulación del ciclo 
de latencia-reactivación, ya que la presencia de linfocitos T CD8+ productores de IFN-Ǆ previene la 
reactivación viral en neuronas de ratones latentemente infectados con HSV-1 (revisado por 
Bystrická y Russ, 2005; Divito el al, 2006). En el caso de BoHV-1, se detectaron focos de 
infiltración mononuclear en los GT de animales infectados, en los cuales se distinguen células 
productoras de IFN-Ǆ en contacto cercano con cuerpos neuronales (Winkler et al., 2002). Esto 
ocurre también durante la latencia, lo cual sugiere que la persistencia de células T podría regular el 
ciclo de latencia –reactivación (Jones y Chowdhury, 2007). El gen LR podría regular esta infiltración 
ya que se detectaron mayor número de focos de infiltración en los GT de animales infectados con 
el mutante LR- (Perez et al., 2006). Durante la latencia se detectan, ocasionalmente, células no 
neurales que expresan antígenos virales y ADN viral, lo cual sugiere la existencia de un nivel bajo 
de reactivación espontánea (Winkler et al., 2002).  
 
Respuesta inmune inducida, evasión de la respuesta inmune y rol de BoHV-1 en el  
complejo respiratorio bovino 
Una vez que se produce la infección viral, la primera respuesta del hospedador está 
constituida por reacciones inflamatorias y celulares no específicas (Babiuk et al., 1996; Jones y 
Chowdhury, 2007). Algunos de los mecanismos no específicos son constitutivos, tal como el 
sistema de complemento. Los interferones (α/ǃ), inducidos por la replicación del virus dentro de 
las células, y otros cambios celulares producidos por la infección, modulan el tráfico y el 
reclutamiento de varios tipos de células efectoras, tales como macrófagos, neutrófilos 
polimorfonucleares (PMNs) y células natural killer (NK), al sitio de infección (Bielefeldt Ohman et 
al., 1991; Griebel et al., 1987, 1989). Estas células inducen la secreción de “citoquinas tempranas”, 
las cuales inician la respuesta inflamatoria, reclutan y activan las células inflamatorias, e inician y 




inmune celular específica es detectada desde el quinto dpi y alcanza la actividad máxima a los 7-10 
dpi. Esta respuesta correlaciona con la recuperación de la infección y es previa a la aparición de 
niveles significativos de anticuerpos (Babiuk et al., 1996; Romera et al., 2000a). Los linfocitos T 
colaboradores median la lisis de las células infectadas a través de la secreción de IFN-Ǆ e IL-2 que 
activan a macrófagos y células NK, y reclutando e induciendo la proliferación de linfocitos T 
citotóxicos. La respuesta inmune humoral puede ser detectada desde el décimo día pi 
aproximadamente (Romera et al., 2000a). La respuesta de anticuerpos anti BoHV-1 es considerada 
más importante en prevenir una infección que en la recuperación de la misma (Babiuk et al., 
1996). Los anticuerpos pueden neutralizar partículas virales extracelulares e inhibir su dispersión 
(por ejemplo en las superficies de mucosas), y participan en la citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos (ADCC) (Rouse et al., 1976). Asimismo, la inmunidad pasiva otorgada por los 
anticuerpos calostrales de vacas inmunes a BoHV-1, es altamente eficaz en la protección de los 
neonatos frente a la enfermedad (Mechor et al., 1987).  
El sistema inmune del hospedador emplea una gran variedad de estrategias para poder 
eliminar un virus, y éstos, a su vez, han desarrollado una serie de mecanismos de evasión de la 
respuesta inmune de su hospedador con el objetivo de extender el período “ventana” para la 
replicación viral y la diseminación de las partículas virales (Vossen et al., 2002). Asimismo, el 
conjunto de factores virales responsables de la evasión del sistema inmune del hospedador 
permiten al virus persistir en el mismo y establecer una infección latente, así como también, 
producir los efectos deletéreos concomitantes a la inmunodepresión inducida por las diferentes 
funciones virales.  
 
La primera respuesta del hospedador frente a una infección viral consiste en la expresión y 
secreción de los interferones (IFNs), llevando a las células a un estado antiviral y contribuyendo a 
la inducción y regulación de la subsiguiente respuesta inmune antiviral. La estimulación celular por 
IFN-α/ǃ produce la sintesis de la proteína quinasa dependiente de ARN doble cadena (PKR). Luego 
de la infección viral, se activa la PKR, la cual fosforila la subunidad α del factor de iniciación de la 
traducción, eIF2α, y de esta manera, se bloquea la traducción del ARN viral en proteínas dentro de 
la célula hospedadora. La proteína viral ICP34.5 de HSV-1 contrarresta el efecto de la PKR, ya que 
desfosforila el factor eIF2α (Mossman et al., 2002). Asimismo, la proteína US11 es una proteína 
que se asocia al ARN, impidiendo la activación de la PKR (Cassady et al., 1998). La proteína ICP0 
previene la transcripción de los genes regulados por IFN tanto en HSV-1 (Eidson et al., 2002) como 
en BoHV-1 (Henderson et al., 2005; Jones y Chowdhury, 2007), a través de la inhibición de los 
factores regulatorios activados por IFN -3 (IRF-3) y IRF-7 (Lin et al., 2004).  
Un segundo mecanismo del sistema inmune inespecífico, es el sistema del complemento. 
La vía alternativa del complemento consiste en una cascada regulada de reacciones que conducen 
a la destrucción de las células infectadas por la formación de un complejo de ataque a la 




glicoproteína C de diversos alfaherpesvirus, interfiere con esta enzima en dos niveles diferentes 
(Favoreel et al., 2003). El primer mecanismo, reportado en HSV-1, PrV, BoHV-1 y EHV-1 (Fries et 
al., 1986; Huemer et al., 1992, 1993 y 1995), consiste en la asociación de la gC (a través de un 
dominio central) al fragmento C3b, el cual es un componente esencial de la C3 convertasa 
(Friedman et al., 1984). El segundo consiste en la interacción del dominio N-terminal de gC con 
una proteína sérica, la properdina, la cual interviene en la estabilización de la C3 convertasa. De 
esta manera, la gC acelera la degradación de la C3 convertasa al secuestrar la properdina (Hung et 
al., 1994).  
Recientemente, se ha descripto un nuevo modo de inmunomodulación en los 
alfaherpesvirus. Se trata de la interacción viral con el sistema de quimoquinas, las cuales juegan 
un rol crucial en la organización de las respuestas inmunitarias e inflamatorias antivirales. Los virus 
han desarrollado tres estrategias que les permiten modular la acción de las quemoquinas: la 
secreción de quemoquinas homólogas agonistas o antagonistas, la síntesis de receptores 
homólogos, y la secreción de proteínas solubles que se asocian a quemoquinas. La glicoproteína G, 
de gran parte de los alfaherpesvirus, representa un ejemplo de la tercer estrategia. Esta 
glicoproteína, tanto en su forma secretada como expresada a nivel de la membrana plasmática de 
las células infectadas, posee la capacidad de asociar diversas quemoquinas. De esta manera, 
bloquea la interacción de la quemoquina con su receptor celular e inhibe la transducción de 
señales y la migración celular inducida por ella. Este mecanismo se ha demostrado in vitro en 
BoHV-1, BoHV-5, herpesvirus caprino 1 (CpHV-1), herpesvirus cervino 1 (CvHV-1), herpesvirus de 
reno 1 (RanHV-1), EHV-1, EHV-3 (Bryant et al., 2003) y herpesvirus felino 1 (FeHV-1) (Costes et 
al., 2005; Van de Walle et al., 2009) 
 
En cuanto a los mecanismos virales de evasión de la respuesta inmune específica, los virus 
han desarrollado distintos mecanismos para interferir en la detección y eliminación de las células 
infectadas por los linfocitos T citotóxicos. En este sentido, BoHV-1 ha desarrollado al menos dos 
mecanismos de regulación negativa (down regulation) de la presentación antigénica en el contexto 
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (CMH I). Un mecanismo involucra a proteínas 
homologas a UL49,5 (glicoproteína N) codificadas por miembros del género Varicellovirus. Estas 
han sido descriptas para BoHV-1 (Gopinath et al., 2002; Koppers-Lalic et al., 2008; Liang et al., 
1996), PrV (Ambagala et al., 2000, 2003) y EHV-1 (Koppers-Lalic et al., 2005). La UL49,5 se asocia 
con gM durante la infección (Jons et al., 1998; Lipinska et al., 2006) e interfiere con el 
transportador asociado a la presentación de antígenos (TAP) a nivel del retículo endoplasmático, 
un componente clave de la vía de presentación antigénica citosólica restringida a CMH de clase I 
(Verweij et al., 2009; Lipinska et al., 2006; Jones y Chowdhury, 2007). UL49,5 de BoHV-1, así 
como de PRV, EHV-1 y EHV-4 inhiben la traslocación de TAP. Asimismo, la UL49,5 de BoHV-1 
media la degradación dependiente de proteosoma de TAP (Lipinska et al., 2009). El segundo 




participa la proteína UL41 (junto a UL49,5). Esta última ha sido identificada como una de las 
proteínas responsables del shutt-off de la síntesis de proteínas celulares (Hinkley et al., 2000). Por 
otra parte, se reportó que para PRV, la down regulation de CMH I se produce tanto por UL49,5 
como por US3 (Deruelle et al., 2009) 
Otro mecanismo para reducir la respuesta inmune celular es la destrucción de las células 
del sistema inmune. En este sentido, se ha reportado la infección de células CD4+ por BoHV-1 
(Winkler et al., 1999).   
El complejo gE-gI de varios alfaherpesvirus puede actuar de receptor de la fracción Fc de 
los anticuerpos circulantes así como en la polarización de complejos inmunes sobre la membrana 
de la célula infectada y su posterior secreción o endocitosis (Favoreel et al., 1997; 2007; Johnson 
et al., 1987). Asimismo, la propagación viral de célula a célula y el transporte axonal (retrógrado) 
permiten reducir al máximo la fase extracelular de los viriones y, de esta manera, se evade el 
reconocimiento por los efectores del sistema inmune (Favoreel, 2008). Estos mecanismos de 
evasión en los cuales intervendría la gE serán abordados más adelante. 
 
La infección por BoHV-1 incrementa la mortalidad en bovinos ya que modifica algunos 
aspectos de la respuesta inmune que favorecen la enfermedad bacteriana secundaria (Yates, 
1982). Uno de ellos es el daño en el epitelio de las mucosas que reduce el clearance  de partículas 
en el tracto respiratorio debido a la pérdida de secreción mucosa y células ciliadas (Tikoo, 1995). 
Asimismo, la infección por BoHV-1 disminuye la actividad de macrófagos alveolares, neutrófilos y 
linfocitos. (Brown el al, 1988; Warren et al., 1996, Leite et al., 2005; Winkler et al., 1999). 
Respecto al sinergismo virus-bacteria, la exposición de leucocitos a citoquinas pro-inflamatorias 
liberadas en respuesta a la infección por BoHV-1 aumenta la severidad de las lesiones pulmonares 
(Leite, 2002, 2004). El rol del estrés en la interacción entre virus y bacterias en el tracto 
respiratorio ha sido estudiado en modelos de infección con BoHV-1 y sobreinfección con 
Mannheimia haemolytica (Babiuk et al., 1996) y se encontró que el estrés estimula la expresión de 
receptores toll-like (TLRs) y sus funciones proinflamatorias a causa de la infección con BoHV-1, lo 
que en parte explicaría la severidad de las lesiones producto de la infección bacteriana (revisado 
por Hodgson et al., 2005). Todo esto, en conjunto con los mecanismos de evasión del sistema 
inmune inducidos por BoHV-1 ya descriptos y aquellos propios de las bacterias, participa en la 
progresión y severidad de la enfermedad respiratoria bovina.  
 
1.E. Cuadro clínico y lesiones inducidas luego de la infección   
 
La infección con BoHV-1 puede producir un cuadro subclínico, rinitis, conjuntivitis, 
enfermedad genital, abortos, y una infección en el tracto respiratorio denominada complejo 




inmunosupresión ocasionada por el virus, los animales pueden sufrir infecciones secundarias 
bacterianas, por ejemplo con Manhemia haemolytica, Pasteurella multocida y Haemophilus 
somnus, y, en consecuencia, desarrollar neumonía. El complejo respiratorio bovino es considerado 
como la enfermedad productiva más importante que afecta al ganado bovino. Es una enfermedad 
multifactorial que tiene al sistema inmune del bovino en el centro de su patogenia y en la cual 
intervienen como factores predisponentes tanto las prácticas de manejo así como las interacciones 
entre virus y bacterias (Duff y Galyean, 2007). 
La severidad de la enfermedad causada por este virus está influenciada por factores tales 
como la virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b), factores del hospedador que le confieran 
resistencia (especialmente la edad) y potenciales infecciones bacterianas concomitantes.  
Las infecciones subclínicas con BoHV-1 son bastante frecuentes, y su presentación estaría 
relacionada a características de virulencia de la cepa así como al estado inmunitario del 
hospedador. Diversas cepas de BoHV-1 poseen una baja capacidad de inducir signos clínicos y se 
han clasificado como cepas de baja virulencia (Kaashoek et al., 1996b). Los cuadros de signos 
leves podrían atribuirse a la inmunidad pasiva adquirida por los animales, especialmente en áreas 
endémicas. En este sentido, se ha demostrado que los anticuerpos calostrales son eficientes en la 
protección contra los signos clínicos de BoHV-1 (Lemaire et al., 2000b).  
El período de incubación de la enfermedad es de 2 a 6 días (Yates, 1982), luego del cual 
los animales desarrollan pirexia por 4 o 5 días (temperatura máxima de 41ºC), acompañada de 
apatía, sialorrea y anorexia. Las vacas lecheras presentan disminución en su producción durante 
esos días (Hage et al., 1998; van Schaik et al., 1999). Luego, comienzan a observarse signos 
respiratorios tales como apariencia rojiza de la mucosa nasal, descarga nasal serosa a 
mucopurulenta y, en casos severos, estridor traqueal, tos y disnea (Tikoo et al., 1995). Una 
examinación endoscópica de bovinos infectados con BoHV-1 reveló que el epitelio mucoso de 
traquea y faringe presentaba apariencia rojiza y numerosos focos necróticos embebidos en 
exudados fibrinosos (revisado en Muylkens et al., 2007; Jones y Chowdhury, 2007). Asimismo, la 
infección con este virus induce signos oculares tales como conjuntivitis y secreción mucopurulenta 
(Hughes et al., 1964; Bartha et al., 1966), que en algunos casos se asocia a la infección 
concomitante con Moraxella bovis dando lugar a un cuadro clínico definido, conocido como 
queratoconjuntivitis infecciosa bovina (Pugh et al., 1970).  
Se han encontrado casos naturales de abortos por BoHV-1 en vacas gestantes en el cuarto 
a octavo mes, aunque la inoculación experimental de este virus a vacas gestantes en los primeros 
tres meses también indujo abortos (Chow et al., 1964; Kendrick, 1973; Miller et al., 1986). Sin 
embargo, el aborto por BoHV-1 es considerado una consecuencia de la infección respiratoria en 
una vaca seronegativa. El virus atravesaría la barrera materno-fetal y causaría la infección letal del 
feto, y dado que las lesiones en hígado fetal son observadas en todos los casos, la ruta 
hematógena a través de las venas umbilicales sería la vía de acceso al feto (Chow et al., 1964; 




diversos órganos fetales, la degeneración de la placenta sería secundaria a la muerte fetal por la 
infección con BoHV-1 (Molello et al., 1966). Un estudio histopatológico detallado de abortos 
inducidos experimentalmente describió que la lesión principal es la necrosis multifocal hepática y 
placentitis necrótica, sugiriendo que la patogénesis del aborto por BoHV-1 involucra la infección 
necrotizante del endotelio vascular de la placenta y de múltiples órganos fetales (Rodger et al., 
2007). Hasta el momento, solo los subtipos 1 y 2a de BoHV han sido asociados con abortos (Miller 
et al., 1991).  
Los bovinos neonatos pueden sufrir una infección multisistémica luego de la infección 
congénita con BoHV-1 antes del parto o una infección temprana post-natal (Mechor et al., 1987; 
Higgins y Edwards, 1986; Bryan et al., 1994). Estos animales presentan salivación excesiva y 
diarrea y mueren en 4-5 días. Las lesiones encontradas en el tracto digestivo constan de gliosis, 
esofagitis y ruminitis aguda necrotizante (Tikoo et al., 1995).  
El subtipo genital de BoHV-1 se transmite generalmente durante el apareamiento. La 
vulvovaginitis pustular infecciosa comienza con micciones frecuentes y leve inflamación de la 
vagina  que progresa a enrojecimiento y edema de la vulva para finalmente producir pápulas en las 
mucosa que se erosionan y pueden desarrollar úlceras (Yates, 1982). En el toro, se observan 
lesiones similares en el prepucio y pene dando origen a la balanopostitis infecciosa (van Oirschot, 
1995). Si bien la infección está restringida a los órganos genitales, la infección bacteriana 
secundaria produce cuadros más severos que pueden conducir al desarrollo de orquitis en el toro y 
endometritis con descarga vaginal purulenta en la vaca (Miller y van der Maaten, 1984; Kendrick y 
Straub, 1967). El impacto negativo de esta última en la fertilidad de la vaca es transitorio mientras 
que en los toros se pueden producir adherencias como secuela de la infección que comprometan la 
performance reproductiva futura (Gibbs y Rweyemamu, 1977).  
 
La lesión primaria post infección es la necrosis focal de las mucosas nasal, laríngea, 
traqueal o genital (Fulton et al., 2009). Esta lesión es probablemente la secuela directa de la 
replicación viral y el efecto citopático producido. El animal responde con una intensa respuesta 
inflamatoria local, de modo que las lesiones pueden coalescer y formar pústulas que constituyen 
grandes acúmulos de leucocitos. Cuando se asocian infecciones bacterianas, pueden observarse 
lesiones compatibles con bronconeumonía lobar con o sin pleuritis y bronquitiolitis necrosante 
(Fulton et al., 2009). En los fetos abortados se encuentran múltiples focos de necrosis e infiltración 
leucocitaria, particularmente en el hígado (Rodger et al., 2007). Recientemente se han descripto 
lesiones de encefalitis en fetos abortados con diagnóstico etiológico confirmado de BoHV-1 (Brower 
et al., 2008). 
 El estudio de la distribución de virus infectivo en el bovino sugiere que BoHV-1 se disemina 
a numerosos tejidos linfoides y epiteliales cercanos a la puerta de entrada rápidamente luego de la 
infección. Sin embargo, el aislamiento de virus de los mismos es posible durante los primeros días 




et al., 1995a). Sin embargo, es posible detectar genoma viral en estos sitios durante un período 




El diagnóstico de las enfermedades causadas por BoHV-1 puede presumirse sobre la base 
de los signos clínicos, histopatológicos y epidemiológicos. Sin embargo, el diagnóstico definitivo 
requiere la identificación del agente (o sus componentes) y/o la detección de los anticuerpos 
específicos que induce. En la práctica veterinaria de nuestro país, no se realiza la diferenciación 
entre BoHV-5 y 1, y entre subtipos de este último (Del Médico Zajac et al, 2009a). 
En casos de abortos, cuadros nerviosos y eventualmente casos respiratorios, las muestras 
(cotiledón placentario, feto, encéfalo, hisopados genitales o nasales) remitidas al laboratorio de 
referencia pueden ser procesadas por aislamiento viral en cultivos celulares. El efecto citopático en 
cultivo celular consiste en agrandamiento y redondeamiento de las células así como la formación 
de sincicios. También puede realizarse el diagnóstico etiológico usando técnicas complementarias 
como la inmunofluorescencia o la inmunoperoxidasa. La técnica de PCR ha demostrado ser más 
sensible en el diagnóstico de BoHV-1 a partir de semen (van Engelenburg et al, 1995b). 
El aislamiento de BoHV-1 a partir de muestras de un animal no confirma que el cuadro 
observado sea consecuencia de la acción de este agente. Por lo tanto, la serología, en especial la 
seroconversión, permitirá completar el diagnóstico. Sin embargo, las pruebas disponibles no 
discriminan entre anticuerpos vacunales y los producidos durante la infección. Las técnicas 
utilizadas son seroneutralización y ELISA.  
Debido a que el estado de latencia es una consecuencia de la infección con BoHV-1, 
cualquier animal con anticuerpos debe considerarse como un portador y potencial fuente de 
infección por la posible excreción intermitente del virus al ambiente.  
 
1.G. Vacunas  
 
En regiones donde se registra un alto número de animales infectados con BoHV-1, la 
estrategia elegida para el control de las infecciones es la vacunación. La vacunación debe lograr 
diferentes niveles de protección, desde reducción de la patogenia y la transmisión del virus, hasta 
la prevención y la erradicación del mismo (van Drunen Littel-van der Hurk, 2006). Asimismo, si se 
plantea como objetivo la erradicación del virus, es necesario contar con vacunas que sean 
protectivas y que permitan diferenciar animales vacunados de infectados. Para ello, se 




basadas en subunidades virales (proteínas virales inmunogénicas) o cepas deleteadas (por ejemplo 
las cepas BoHV-1 deleteadas en el gen gE) (van Drunen Littel-van der Hurk, 2006; van Oirschot, 
1999).  
Las vacunas para BoHV-1 se pueden clasificar en cuatro tipos: inertes (virus completo 
inactivado o subunidades), vivas modificadas, génicas y basadas en vectores. 
Las vacunas inertes a virus completo se producen por inactivación con calor, tratamiento 
con detergentes o inactivación química. En este contexto, las vacunas inactivadas resultan ser en 
general mas seguras, aunque es necesario realizar múltiples aplicaciones, administrarlas con 
adyuvantes que aumenten su inmunogenicidad, y de acuerdo al método de inactivación, la 
inmunogenicidad puede verse afectada (Jones y Chowdhury, 2007; Romera et al., 2000a). En la 
actualidad, EEUU y países de Latinoamérica utilizan estas vacunas convencionales de BoHV-1, 
multivalentes, asociadas a otros inmunógenos involucrados en la enfermedad respiratoria o 
abortígena bovina. Vacunas inactivadas a base de BoHV-1 resultaron protectivas frente al desafío 
viral con BoHV-5 en terneros (Del Médico Zajac et al., 2006). 
Tres glicoproteínas virales (gB, gC y gD) han sido propuestas por su inmunogenicidad, 
como candidatas para su uso como vacunas a subunidades, siendo a su vez potenciales vacunas 
marcadoras. Si bien las tres demostraron ser protectivas luego del desafío viral cuando se 
administraron con adyuvantes efectivos, la vacuna formulada a partir de una versión truncada 
secretada de gD indujo mayores títulos de anticuerpos neutralizantes y redujo de manera más 
efectiva el cuadro clínico y la replicación viral luego del desafío (van Drunen-Littel van der Hurk et 
al., 1990; Babiuk et al., 1987; Zhu y Letchworth, 1996). Sin embargo, estas vacunas no han sido 
probadas a gran escala y no se comercializan en la actualidad.    
Las vacunas vivas modificadas se han obtenido por selección de aislamientos atenuados, 
por pasajes seriados en cultivo de tejidos o por selección de variantes termosensibles. Existen 
numerosos trabajos donde se han probado los niveles de protección de diversos tipos de vacunas 
vivas modificadas frente a la infección con BoHV-1 (revisado por van Drunen Littel-van den Hurk, 
2006; Castrucci et al., 2002a, b). Estas vacunas lograron reducir la replicación viral, la transmisión 
y la severidad de la enfermedad, pero no son capaces de prevenir la infección (Ackermann y 
Engels, 2006; Patel, 2005).  
En los últimos 15 años se han desarrollado vacunas mediante ingeniería genética a través 
de la deleción de genes virales no esenciales. Numerosas mutantes virales han sido construidas y 
sus propiedades in vivo han sido estudiadas; entre ellas, la virulencia en el hospedador natural, el 
establecimiento de latencia y reactivación, la posibilidad de transmisión horizontal así como la 
inmunogenicidad y protección frente al desafío viral. Estudios utilizando cepas de BoHV-1 con 
deleción de los genes que codifican para gG, gC o TK mostraron conservar su virulencia en el 
bovino y reactivar del estado latente (Kaashoek et al., 1994, 1996a, 1998; Chowdhury, 1996). Los 
estudios de una mutante LR- así como de una US9- demostraron que ambos virus estaban 




2002; Butchi et al., 2007). Asimismo se han desarrollado numerosas cepas deleteadas en el gen gE 
(gE-) que serán descriptas con mayor profundidad en la siguiente sección.  
Respecto a las vacunas gE-, varios países de Europa han iniciado programas de control con 
el objetivo de erradicar BoHV-1 basados en el uso de vacunas marcadoras formuladas a partir de 
una cepa deleteada en el gen gE (Tabla 2). Estas vacunas, inactivadas o vivas atenuadas, usadas 
en conjunto con la detección serológica de anticuerpos específicos contra gE permite discriminar 
animales vacunados de infectados (van Oirschot, 1997). Luego de comenzar a utilizarlas, se 
describió que la cepa vacunal contenía otras deleciones además del gen gE (Rijsewijk et al., 
1999b), y tras varios años de utilización y comercialización, se han planteado algunos 
inconvenientes. Por un lado, los ensayos de ELISA disponibles que detectan anticuerpos anti gE 
presentan una baja sensibilidad (Kramps et al., 1996; Perrin et al., 1996). Por otra parte, la cepa 
vacunal se excreta luego de la administración como vacuna viva, aún en terneros con anticuerpos 
calostrales (Lemaire et al., 2000c). Asimismo, establece una infección latente (Lemaire et al., 2001; 
van Engelenburg et al., 1995a) y se ha detectado reexcreción de virus vacunal bajo condiciones 
experimentales (Lemaire et al., 2001; Schynts et al., 2003a) y naturales (Dispas et al., 2003). Esto 
ha generado preocupación en dos aspectos: la posibilidad de recombinación de la cepa vacunal 
con cepas circulantes y la diseminación de la cepa vacunal en los rodeos bovinos (Myulkens et al., 
2007). Respecto al primero, se han aislado in vitro cepas gE- que restauraron su virulencia in vivo 
(Muylkens et al., 2006a, b) y se han recuperado un alto número de recombinantes luego de 
coinfecciones bajo condiciones experimentales (Schynts et al., 2003a). Respecto al segundo 
aspecto, si bien se ha sugerido que la posibilidad de diseminación sería baja (Mars et al., 2000a, 
b), la excreción viral luego de la vacunación así como la reexcreción de virus vacunal latente han  
convertido en un tema controversial el uso de esta cepa como vacuna viva (Scientific Committee 
on Animal Health and Animal Welfare, European Commission, 2000).  
En el marco del proyecto “Mejoramiento de vacunas contra BoHV” subsidiado por la 
Agencia de Promoción Científica y Tecnológica (BID 802/OC-AR PICT 53), el grupo de trabajo en el 
cual realizé este trabajo de Tesis desarrolló una cepa marcadora atenuada contra BoHV-1, 
denominada BoHV-1ΔgEβgal. La misma fue generada por reemplazo alélico del gen codificante 
para la glicoproteína E por el gen lac z (Puntel et al., 1999; 2001; Romera et al., 2000b), utilizando 
la cepa de BoHV-1.1 Los Ángeles (LA) como cepa parental.   
Para la construcción de la cepa BoHV-1ΔgEβgal se amplificaron por PCR las regiones 
flanqueantes al gen gE con oligonucleótidos específicos, degenerados con el propósito de 
introducir sitios de restricción para el posterior clonado. De esta manera se obtuvieron los 
fragmentos izquierdo (L) (780 pb) y derecho (R) (630) pb que se clonaron separadamente en 
vectores intermedios y se digirieron con endonucleasas de restricción. Luego, los fragmentos 
resultantes se clonaron secuencialmente en el vector Puc19, dando origen al vector PucLR, que fue 
digerido con BamHI. Por otra parte, el plásmido comercial pCMVǃ (Clontech) fue digerido con PstI 




CMV y la secuencia de poliadenilación de SV40. Se realizó el “rellenado” de los extremos cohesivos 
tanto de PucLR digerido con BamHI como del cassette de expresión de la enzima ǃ-galactosidasa, 
y finalmente se ligó el gen marcador con el vector PucLR obteniéndose el vector de transferencia 
(VT) PucLRǃgal de 8,5 Kpb (Figura 5). Luego de realizar los ensayos de cotransfección en células 
MDBK utilizando el VT y ADN viral purificado en células MDBK se obtuvo y purificó por plaqueo un 
clon positivo para la actividad de la enzima ǃ-galactosidasa (color azul en presencia del sustrato 
específico de la enzima). Este clon se caracterizó mediante amplificación por PCR y por Southern 
blot (utilizando las sondas específicas L, R y gE), confirmando la deleción del gen gE y la presencia 
de las secuencias flanqueantes L y R. La ausencia de expresión de la gE se corroboró mediante un 
ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra dicha glicoproteína 
(Puntel, 2002a). Tanto la cepa viral  obtenida como el método de obtención han sido presentadas 
ante el Instituto Nacional de la Propiedad Industrial para su patentamiento (Patente: “Cepa 
mutada recombinante del virus Herpes Bovino de tipo 1, Método para obtener dicha cepa, 
plásmido vector y vacuna”. Acta N° 02 01 04305- USDA-2002). 
R (623 pb)




Figura 5: Esquema del vector de transferencia PucLRǃgal. Figura y leyenda extraídas de Puntel, 
2002a.  
 
Esta nueva cepa geneticamente modificada, administrada como vacuna inactivada o viva 
fue capaz de proteger bovinos contra el desafío viral con virus BoHV-1 parental (Puntel et al., 
2001). La inmunogenicidad de la cepa BoHV-1ΔgEβgal fue la misma con respecto a la parental 
cuando se utilizó como inmunógeno inactivado inoculado por vía subcutánea o intramuscular, tanto 
en la respuesta humoral como celular. Asimismo, esta cepa recombinante fue protectiva frente al 
desafío con la cepa BoHV-1 LA ya que disminuyó la excreción viral y la signología clínica post 
desafío respecto de los animales control (Romera et al., 2002; Puntel, 2002a). Se demostró que la 
cepa inactivada puede ser formulada como vacuna en combinación con otros antígenos, para la 
prevención conjunta de varias enfermedades manteniendo sus características inmunogénicas y 




La cepa BoHV-1ΔgEβgal utilizada como vacuna viva indujo una respuesta inmune 
específica que resultó protectiva frente al desafío viral, inoculada por vía intranasal e 
intramuscular, y al ser utilizada luego de un proceso de liofilización (Romera et al., 2005). Además, 
se comprobó que utilizada como vacuna viva es segura en cuanto a los riesgos de abortigenicidad 
y transmisión a animales no vacunados, y completamente inocua en cuanto a la generación de 
efectos colaterales en el bovino (Puntel et al., 2001; Romera et al., 2004).  
Finalmente, fue posible la diferenciación serológica entre animales vacunados con la cepa 
BoHV-1ΔgEβgal e infectados con la cepa salvaje en todas las experiencias en bovinos mediante la 
utilización de un ELISA diferencial que detecta anticuerpos dirigidos contra la gE (Herdcheck, 






2. LA GLICOPROTEÍNA E (gE) 
 
Las vacunas DIVA o marcadoras que se utilizan actualmente así como la desarrollada en 
nuestro grupo de trabajo y objeto de estudio de esta Tesis poseen deleciones del gen gE. A 
continuación se describen la estructura y funciones sugeridas para dicha proteína y las propiedades 




El gen que codifica para la glicoproteína E (gen gE) se encuentra ubicado en la región US 
del genoma de BoHV-1 (Leung-Tack et al., 1994) (Figura 3). La secuencia de dicho gen posee una 
composición de bases de 70,4% de G-C y un grado de identidad variable en comparación con los 
genes que codifican glicoproteínas homólogas a gE en otros alfaherpesvirus (53,6% con PRV y 
58,2% con EHV-1) (Rebordosa et al., 1994). El marco abierto de lectura codifica para un 
polipéptido de 575 aminoácidos con una masa molecular estimada de 65 kDa, con dos potenciales 
sitios de N-glicosilación y dos de O-glicosilación (Rebordosa et al., 1994; Leung-Tack et al., 1994). 
El perfil de hidrofobicidad de la proteína reveló la presencia de dos regiones hidrofóbicas, ambas 
conteniendo secuencias compatibles con alfa hélices, una en el extremo N-terminal (posible 
secuencia señal) y otra a continuación (posible dominio de transmembrana). Asimismo se 
encontraron dos regiones ricas en cisteínas, una de ellas en el dominio extracelular (Rebordosa et 
al., 1994). 
Una vez sintetizada, la gE se une con la glicoproteína I (gI) en el retículo endoplasmático 
de forma no covalente (Whitbeck et al., 1996; Yoshitake et al., 1997). La presencia del dominio 
extracelular de gE, una zona rica en cisteínas, es suficiente para acomplejarse con gI (Tyborowska 
et al., 2000). La fosforilación de la cola citoplasmática de gE en el residuo tirosina está asociada a 
su segregación entre compartimientos celulares (Alconada et al., 1996; Shaw et al., 2000). 
Asimismo, se determinó por mutaciones puntuales que dos motivos basados en tirosinas de la cola 
citoplasmática de gE de PrV son responsables del agrupamiento de esta glicoproteína en la 
superficie celular (capping) (Favoreel et al., 1999, Desplanques et al., 2007).  
El complejo gE/gI es glicosilado en el aparato de Golgi y se sitúa en la envoltura viral y en 
las membranas de las células infectadas (Whitbeck et al., 1996). La masa molecular de la proteína 
madura es de 92-94 kDa (Yoshitake et al., 1997; Whitbeck et al., 1996). Estudios in vitro de 
localización subcelular detectaron la presencia de gE en las membranas celulares laterales que 
están en contacto con células vecinas, y su ausencia de las membranas apical y basal (Nakamichi 
et al., 2002). Yoshitake et al describieron que la ausencia de gI no altera esta ubicación de gE en 




2.B. Funciones in vitro 
 
Se han encontrado proteínas homólogas a gE en todos los miembros de la subfamilia 
alfaherpesvirinae (Jacobs et al., 1994) lo cual sugiere que podrían tener funciones biológicas 
importantes y comunes. El gen gE fue clasificado como no esencial en estudios previos 
(Baranowski et al., 1996; Denis et al., 1996; Schwyzer et al., 1996; Tikoo et al., 1995; Furth et al., 
1997). Esto se concluyó principalmente a partir del estudio de cepas vacunales atenuadas o 
recombinantes, o por comparación directa con genes homólogos codificados por HSV-1. En un 
estudio reciente utilizando bibliotecas de disrupción o deleción génica, construidas a partir de un 
clon infeccioso de BoHV-1, se confirmó mediante amplificación por PCR en tiempo real que el gen 
gE es no esencial para la replicación in vitro de BoHV-1 (Robinson et al., 2008).  
Sin embargo, esta proteína está involucrada en varios aspectos del crecimiento in vitro de 
BoHV-1. Al estudiar la replicación de cepas de BoHV-1 con deleciones en el gen gE se encontró 
que en las cinéticas de un único paso la producción viral era similar a la de los virus parentales 
(Chowdury et al., 1999; Spilki et al., 2004; Rebordosa et al., 1996; Rijsewijk et al., 1999b; 
Muylkens et al., 2006a; Kalthoff et al., 2008; Trapp et al., 2003). En algunos casos a las 12 hpi se 
detectaron alrededor de 10 veces más partículas virales deleteadas que salvajes en la fracción 
extracelular, alcanzando idénticos títulos finales (Spilki et al., 2004; Rijsewijk et al., 1999b; 
Muylkens et al., 2006a). Esto se ha atribuido a la limitación que tienen las cepas gE- en el pasaje 
célula a célula, por lo que la única manera de salida de la célula sería egresando al medio 
extracelular. Dos trabajos realizados con el genoma viral clonado como un cromosoma bacteriano 
artificial (BAC) y analizan variantes deleteadas en gE presentan datos de cinéticas de múltiples 
pasos con resultados no concluyentes (Trapp et al 2003; Kalthoff et al., 2008). Estudios realizados 
con cepas gE- de HSV-1 no encontraron diferencias en las cinéticas de un paso excepto a las 12 
hpi, donde al igual que para las cepas de BoHV-1 gE-, se encontró mayor cantidad de virus gE- 
que parental en la fracción extracelular (Balan et al., 1994). Un trabajo en EHV-1 describe iguales 
cinéticas de un paso para un virus deleteado en gE y la cepa parental (Tsujimura et al., 2006).  
Se ha demostrado la disminución en el tamaño de placas de lisis de diversos virus 
deleteados en el gen gE comparado con la cepas parentales, lo cual ha sugerido que la 
glicoproteína E está involucrada en el pasaje célula a célula de BoHV-1, (Rebordosa et al., 1996; 
Spilki et al., 2002; Brum et al., 2009; Trapp et al., 2003; Kalthoff et al., 2008). Si bien el dominio 
extracelular de gE puede acomplejarse con gI, no es suficiente para el pasaje célula a célula, ya 
que una proteína truncada en dicho dominio forma placas de lisis similares a las de un virus con 
deleción completa del gen gE (Tyborowska et al., 2000). Las funciones de la gE podrían 
complementarse con las de otras proteínas virales involucradas en el pasaje célula a célula 
(Muylkens et al., 2006a). En este sentido, se observó un efecto aditivo en la disminución del 




redundancia y la utilización de vías independientes en el pasaje célula a célula (Kalthoff et al., 
2008; Trapp et al., 2003).  
El mecanismo de pasaje de célula a célula ha sido extensamente estudiado en HSV-1 
(Johnson et al., 2002) y se ha demostrado que el complejo gE/gI es necesario para que este 
proceso sea eficiente tanto en células epiteliales como en neuronas (Dingwell et al., 1994, 1995, 
1998; Snyder, 2008). En este pasaje la progenie viral es dirigida específicamente a las uniones 
celulares de las membranas laterales de las células epiteliales polarizadas (Johnson et al., 2001). El 
dominio extracelular del complejo gE/gI es necesario para el movimiento de virus a través de las 
uniones intercelulares, posiblemente uniéndose a receptores que se expresan en estas (Collins et 
al., 2003; Wisner et al., 2000; Polcicova et al., 2005). El dominio citoplasmático de gE promueve la 
acumulación de gE/gI en la red de Trans Golgi (Alconada et al., 1999: McMillan et al., 2001). Aquí, 
al igual que en los endosomas, HSV-1 adquiere la envoltura secundaria (Farnsworth et al., 2003; 
Wisner et al., 2004). Esto ocurre a tiempos tempranos de la infección y luego el complejo se dirige 
a las uniones celulares (Farnsworth et al., 2006). Un estudio sobre la distribución subcelular de la 
gE luego de la infección de células MDBK con BoHV-1 mostró que ésta se localiza únicamente en 
las membranas laterales en contacto con otras células, con un patrón similar al de la ǃ-catenina, 
una proteína citoplasmática que sirve de anclaje para el esqueleto de actina a las uniones 
adherentes, un tipo de unión intercelular. Las uniones adherentes se acumulan en las uniones 
celulares durante la infección con BoHV-1 (Nakamichi et al., 2002). 
Respecto al complejo gE/gI de PRV, hay evidencias de que estaría involucrado en el pasaje 
célula a célula de partículas virales en neuronas en cultivo (Ch’ng et al., 2005; Tirabassi et al., 
1998; Enquist et al., 1998; Mettenleiter, 2003) así como células epiteliales (Zsak et al., 1992). El 
potencial neuroinvasivo de PRV recae en la intervención de al menos tres proteínas de membrana 
no esenciales que dirigen el trasporte retrógrado del virus (trayecto hacia los ganglios sensoriales): 
las glicoproteínas E, I y la proteína Us9 (Kritas et al., 1995; Enquist et al., 2002; Brideau et al., 
2000; Card et al., 1992; Tirabassi y Enquist, 2000). En BoHV-5, un alfaherpesvirus neuroinvasivo y 
neurovirulento que infecta bovinos, estas características dependen notablemente tanto de la 
expresión de gE como de la proteína Us9, ambas involucradas en el transporte viral desde la 
neurona presináptica hacia la postsináptica (Chowdhury et al., 2000, 2002). Para EHV-1, una cepa 
gE- utilizada para infectar ratones y hamsters mostró no ser neurovirulenta aunque la 
neuroinvasividad no fue estudiada (Tsujimura et al., 2006). Se ha sugerido que la habilidad de 
BoHV-1 de ser transportado de manera anterógrada (desde los cuerpos celulares del GT a las 
terminaciones nerviosas de la mucosa nasal y el epitelio de las corneas) luego de la reactivación 
viral en bovinos depende de gE (Brum et al., 2009), y en especial de la cola citoplasmática (Liu et 
al., 2008), como ha sido sugerido para HSV-1 (McGraw et al., 2009; McGraw y Friedman, 2009). 
 
En cuanto a los procesos de maduración y egreso viral, en PrV se sugirió que la deleción 




egresan del núcleo pero no adquieren la envoltura secundaria en el Trans Golgi, observándose la 
presencia de agregados de cápsides rodeadas de un material electrodenso en el citoplasma (Brack 
et al., 1999). Posteriormente, se definió que la porción citoplasmática de gE y gM eran las 
responsables de este fenotipo (Brack et al., 2000; Nixdorf et al., 2001) y que el material 
electrodenso contenía proteínas del tegumento, entre ellas UL49 (Fuchs et al., 2002). Asimismo, 
una cepa de PRV deleteada en los genes gM y UL11 produjo el mismo tipo de agregados (Kopp et 
al., 2004). En HSV-1, mutantes deleteadas en los genes gD y gE producen agregados similares de 
cápsides con tegumento en el citoplasma celular (Farnworth et al., 2003). Dado que las colas 
citoplasmáticas de estas glicoproteínas interactúan con VP22 y UL11 (Farnsworth et al., 2007), en 
conjunto estos trabajos sugieren la participación de diversas glicoproteínas, entre ellas gE, y 
proteínas del tegumento, durante el ensamblado viral. 
 
Respecto a la participación de gE en la evasión del sistema inmune, se demostró in vitro 
que el complejo gE/gI funciona como receptor para el dominio Fc de las IgG en HSV-1 (Johnson et 
al., 1987; Johnson et al., 1988; Frank y Friedman, 1989), VZV (Litwin et al., 1992) y PRV (Favoreel 
et al., 1997). La unión de anticuerpos a la célula infectada mediante el dominio Fc impide la unión 
de anticuerpos específicos por impedimento estérico y esto interfiere con la lisis de las células 
infectadas mediada por anticuerpos (Van der Walle et al., 2003; Nagashunmugam et al., 1998). El 
fenómeno de antibody bipolar bridging fue descripto para HSV-1 (Frank y Friedman, 1989) y luego 
reportado para PRV (Favoreel et al., 2003, 2006). Este es un mecanismo que previene la activación 
eficiente de los componentes del sistema inmune dependientes de anticuerpos ya que los 
anticuerpos específicos se unen a sus antígenos blanco mediante la porción Fab y simultáneamente 
al receptor gE/gI por el dominio Fc. Otra estrategia de interferencia con la respuesta inmune 
durante la infección por PRV consiste en la eliminación de complejos inmunes de la membrana de 
células infectadas con este virus. Esto involucra el agregado, la polarización y la secreción o 
endocitosis de los mismos, donde la región Fc de gE mostró ser necesaria al menos para la etapa 
de agregación (capping) (Favoreel et al., 2007). Además, la fosforilación de dos residuos de 
tirosina de la cola citoplasmática de gE es crucial para la eficiente polarización de los complejos en 
zonas definidas de la membrana plasmática de las células infectadas (Favoreel et al., 1999). En 
monocitos infectados con PRV se produce la internalización de los complejos inmunes en lugar de 
la secreción de los mismos (Van der Walle et al., 2003). Para BoHV-1 y EHV-1 no existen 
resultados concluyentes sobre la implicancia de gE/gI en estos mecanismos (Audonnet et al., 
1990; Whitbeck et al., 1996). Para BoHV-1 esto ha sido abordado mediante inmunoprecipitación 
utilizando sueros no inmunes de bovino, porcino, murino, equino y de conejo, sin embargo no se 
encontraron evidencias claras de que la gE o el complejo gE/gI funcionara como receptor Fc 





2.C. Funciones in vivo 
 
La función de gE de BoHV-1 en la infección in vivo se estudió mediante el uso de virus 
deleteados en el gen gE en el bovino, comprobándose que en su ausencia se reduce la virulencia 
en el huésped natural.  
La primera cepa con deleción del gen gE reportada como atenuada se denominó Za y se 
comprobó luego que tiene deleteado los genes gE/gI y US9 (Rijsewijk et al., 1999b). La cepa Za 
fue extensamente estudiada, probándose su capacidad inmunogénica y protectiva en 
formulaciones vacunales inactivada o viva y de aplicación por distintas vías (Bosch et al., 1996, 
1997). Luego de la administración intranasal de este virus, todos los animales excretaron altos 
títulos virales y los signos clínicos consistieron en una leve secreción nasal (Kaashoek et al., 1994; 
Mars et al 2000a, b). Lo mismo se observó luego de la infección intranasal de terneros con esta 
cepa que poseían inmunidad pasiva anti-BoHV-1 (Lemaire et al., 2000c, 2001). Asimismo, se 
determinó que en algunos casos se producía excreción viral luego de la administración 
intramuscular, mientras que era segura para el uso como vacuna viva en hembras preñadas y 
terneros (Strube et al., 1996). De esta manera, se determinó que la cepa Za a pesar de inducir un 
menor título de anticuepos neutralizantes que las vacunas convencionales era protectiva frente al 
desafío viral, por lo que se ha comercializado desde entonces en distintos países europeos. 
Una cepa Lam gE- estudiada en bovinos produce lesiones y signos clínicos leves, se 
excreta en secreciones nasales y oculares con títulos menores que la parental luego de la infección 
intranasal (van Engelenburg et al., 1994, 1995a; Kaashoek et al 1996b, 1998; Schynts et al., 
2003a) e infecta el mismo número de tejidos que la cepa parental pero por menor tiempo (van 
Engelenburg et al., 1995a). Asimismo, se comprobó que induce un bajo nivel de anticuerpos 
neutralizantes aunque protege frente al desafío con el virus salvaje (Kaashoek  et al., 1994, 1996, 
1998, van Engelenburg et al., 1994). Dos virus recombinantes construidos a partir de la cepa 
Cooper que poseen deleteado el ORF completo del gen gE (reemplazado por el gen lac z o GFP) no 
indujeron signos clínicos luego de la infección intranasal de bovinos (Chowdhury et al., 1999; Brum 
et al., 2009). Si bien ambas cepas se excretaron en secreciones nasales y oculares, presentaron un 
menor titulo y un período de excreción más corto que la cepa salvaje e indujeron menor cantidad 
de anticuerpos neutralizantes. En Brasil, se construyó un virus gE- a partir de un aislamiento 
brasilero de BoHV-1.2 (Franco et al., 2002a) que luego de la infección experimental se excretó en 
secreciones nasales y oculares e indujo signos clínicos leves (Franco et al., 2002b) mientras que no 
indujo abortos ni se transmitió horizontalmente entre animales (Spilki et al., 2005). Asimismo, un 
virus deleteado en los genes gG, gE y US2, desarrollado a partir de la cepa Cooper, indujo títulos 
menores de anticuerpos neutralizantes que la cepa salvaje o parental (Belknap et al., 1999). Una 
cepa de campo con mutaciones puntuales en el gen gE demostró ser virulenta en el bovino (Egyed 
et al., 2000). Asimismo, un trabajo en el cual se estudiaron in vivo mutantes con el fenotipo gE- 




mostró que algunas de ellas eran virulentas en el bovino (Muylkens et al., 2006b). Como ya se 
mencionó, la cepa BoHV-1ΔgEβgal construida en el laboratorio de Inmunología y Herpesvirus del 
Instituto de Virología de INTA Castelar, se comportó de manera atenuada luego de la vacunación 
de bovinos con la cepa viva, y no se detectó virus en las secreciones nasales durante el período 
post-vacunación (Romera et al., 2005). Sin embargo, hasta el momento, no se han estudiado los 
alcances de esta atenuación, ni se ha caracterizado su comportamiento in vivo o in vitro. 
 
 La glicoproteína E no es necesaria para la neuroinvasión y por ende el establecimiento de 
la infección latente (Klopfleisch et al., 2006, Knapp et al., 1997). Es por ello que es posible detectar 
ADN viral en el GT de animales latentemente infectados con diversas cepas gE- (van Engelenburg 
et al., 1995a; Lemaire et al., 2001; Mweene et al., 1996). Sin embargo, la reactivación de animales 
latentemente infectados con cepas deleteadas en el gen gE  es controversial. En diversos ensayos 
utilizando la cepa Lam gE- no se observó reactivación viral (van Engelenburg et al., 1995a; 
Kaashoek et al., 1996b, 1998), mientras que en otro trabajo usando la misma cepa reactivaron 4 
de los 5 animales tratados con dexametasona (Schynts et al., 2003a). La cepa brasilera 1.2 
deleteada en el gen gE utilizada como vacuna viva en bovinos no fue aislada de las secreciones 
nasales de los animales tratados con dexametasona (Franco et al., 2002b). Respecto a la cepa Za, 
distintos trabajos reportaron la ausencia de excreción viral luego de inducir la reactivación 
experimentalmente (Kaashoek et al., 1994; Mars et al., 2000a), aunque sí se detectó reexcreción 
espontánea de esta cepa 8 meses después de haber sido administrada como vacuna viva (Dispas 
et al., 2003). Otra cepa gE- basada en la cepa Cooper no se reexcretó luego de la administración 
de dexametasona pero sí se confirmó la expresión de antígenos virales mediante 
inmunohistoquímica en GT, lo cual indicaría que el transporte anterógrado está comprometido, 
como ya se mencionó previamente (Brum et al., 2009).  
 
 Por todo lo expuesto, en países con alta prevalencia de infección por BoHV-1 como el 
nuestro, la vacunación es la estrategia de elección para el control de esta enfermedad, resultando 
de suma importancia contar con una vacuna que además de proteger al rodeo, permita discriminar 
entre animales infectados y vacunados. La cepa BoHV-1∆gEǃgal podría ser una candidata vacunal 
para cumplir con esta función.  
La inclusión de vacunas marcadoras vivas en distintos esquemas de inmunización en el 
diseño de planes de control ha sido recomendada y actualmente se utilizan en países de la UE. En 
este sentido, a pesar de contar con datos acerca de su capacidad protectiva e inmunogénica, 
resulta de particular interés investigar la atenuación de la cepa BoHV-1∆gEǃgal, para conocer su 
comportamiento y evaluar el impacto que tendría su utilización como inmunógeno vivo.  
La cepa parental BoHV-1 LA, a partir de la cual se desarrolló la cepa BoHV-1∆gEǃgal, ha 




puede variar entre recombinantes dependiendo de la cepa a partir de la cual fue construida. Por 
otro lado, la cepa BoHV-1 LA se utiliza frecuentemente en las experiencias de desafío viral con 
BoHV-1, por lo que resulta imprescindible el conocimiento de su patogénesis.  
Es así que surge como objetivo principal de esta Tesis caracterizar in vivo e in vitro las 
cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA.  
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El comportamiento in vitro e in vivo de la cepa recombinante BoHV-1ΔgEβgal está atenuado 
respecto a la cepa parental BoHV-1 LA.  
La cepa parental BoHV-1 LA es de menor virulencia que otras cepas salvajes de BoHV-1. 
La deleción del gen gE sumado al fenotipo del virus parental, contribuyen a la marcada atenuación 





Caracterizar la atenuación de la cepa BoHV-1ΔgEβgal in vivo e in vitro respecto de la cepa parental 
BoHV-1 LA.  
 
Particulares 
a. Evaluar y comparar la signología clínica y la excreción viral inducida por las cepas BoHV-
1ΔgEβgal y BoHV-1 LA en terneros infectados experimentalmente durante el periodo 
agudo de la infección y luego de un tratamiento de inmunosupresión.  
b. Estudiar la dispersión y distribución de los virus BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 LA o sus 
componentes en los tejidos de los animales infectados experimentalmente. 
c. Determinar los parámetros de replicación in vitro de las cepas BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 
LA. 
d. Analizar el background genómico de los virus BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 LA.
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1. CARACTERIZACION IN VIVO 
 
1.A. Virus y células  
Las cepas virales utilizadas en los ensayos in vivo fueron las siguientes:  
• BoHV-1∆gEǃgal: cepa genéticamente modificada basada en el virus salvaje BoHV-1.1 
LA obtenida en el Instituto de Virología, INTA Castelar (Puntel, 2002a). El gen que 
codifica para la glicoproteína E (gen gE) fue reemplazado por un cassette marcador 
portando el gen lac z (expresa la enzima ǃ-galactosidasa) (pCMVǃ, Clontech) y 
• BoHV-1 Los Angeles (LA) (ATCC). 
Todas las cepas fueron propagadas en la línea celular de riñón bovino Mardin Darby (MDBK) a 
37oC, 5% CO2. Para el aislamiento viral a partir de tejidos se utilizó además un cultivo primario de 
testículo fetal bovino (TFB). Se utilizó como medio de mantenimiento medio de cultivo mínimo 
esencial de Eagle (MEM-E, Gibco), suplementado con 2 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 
antibiótico/antimicótico [100 unidades/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina y 0,25 μg/ml 
de anfotericina B, (Gibco)]. 
La línea celular y el cultivo primario fueron provistos por la Sección de Cultivos de Tejidos del 
Instituto de Virología, INTA Castelar. 
 
1.B. Animales  
Se utilizaron bovinos serológicamente negativos a BoHV-1, raza Aberdeen Angus de 4-6 meses 
de edad. Los animales fueron provistos por el Campo Experimental del CNIA de INTA Castelar. El 
manejo de los mismos se realizó bajo las normas del Código de Bienestar Animal de EEUU (Guide 
for the Care and use of laboratory animals, Natural Research Council. National Academy Press, 
1996. Washington USA). 
 
1.C. Diseño experimental I: Infección aguda de bovinos con BoHV-1 LA  y 
BoHV-1ΔgEβgal  
 
En una primera experiencia se utilizaron 9 bovinos de 4-6 meses de edad serológicamente 
negativos a BoHV-1 determinados por ELISA. La infección se realizó con la cepa viral LA de BoHV-1 
con una dosis total de 108 DICT50 por vía intranasal en boxes de bioseguridad tipo II (Figura 1, 
Tabla 1A).  
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En un segundo ensayo se inocularon 6 bovinosde 4-6 meses de edad serológicamente 
negativos a BoHV-1 determinados por ELISA con la cepa BoHV-1∆gEǃgal por vía intranasal con 
una dosis total de 108 DICT50 en boxes de bioseguridad tipo II (Figura 1, Tabla 1B).  
Para ambas infecciones se utilizó un 11vo pasaje del virus correspondiente. El día de la 
infección se consideró el día 0 post infección (pi). 
Se tomaron muestras de secreciones nasales y suero al día cero para establecer valores 
basales. Asimismo, se registró la temperatura rectal y el estado general de los animales.  
Luego de realizada la infección, se recolectaron muestras de secreciones nasales día por medio 
para la evaluación de niveles y período de excreción viral y anticuerpos en secreciones nasales. Se 
tomaron muestras de suero los días 14 y 42 pi y los correspondientes a la necropsia de cada 
animal para detectar niveles de anticuerpos.  
Se registró la temperatura rectal y la signología clínica de los animales diariamente.  
 
1.D. Diseño experimental II: Tratamiento inmunosupresor de bovinos 
infectados con BoHV-1 LA  y BoHV-1ΔgEβgal (Figura 1). 
 
El tratamiento inmunosupresor de los grupos infectados con los virus parental y recombinante 
se realizó en dos experiencias independientes. Durante la primera experiencia se inocularon 2 de 
los bovinos previamente infectados con la cepa BoHV-1 LA con dexametasona por vía endovenosa 
con una dosis de 0,1 mg/kg durante 5 días consecutivos (Decadrón, Laboratorio Sidus). Este 
procedimiento se repitió en la segunda experiencia con 2 bovinos infectados con la cepa BoHV-
1∆gEǃgal. 
Se tomaron muestras de secreciones nasales y suero al día cero del tratamiento para 
establecer valores basales. Asimismo, se registró la temperatura rectal y el estado general de los 
animales.  
Desde el comienzo del tratamiento se recolectaron muestras de secreciones nasales 
diariamente para la evaluación de niveles y período de excreción viral y anticuerpos en secreciones 
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Tabla 1: A: Animales infectados con la cepa BoHV-1 LA. B: Animales infectados con la cepa BoHV-
1∆gEǃgal.  
 
1.E. Ensayo de infección viral de bovinos  
 
Los grupos de bovinos que serían infectados fueron alojados en Boxes de Bioseguirdad 
grado II pertenecientes al CICVyA, INTA Castelar. Estas instalaciones cuentan con cinco salas de 
aislamiento de las cuales una es doble. Las salas se encuentran unidas a través de un pasillo 
central. Cada sala simple cuenta con 4 comederos y 2 bebederos independientes y una puerta 
cepo, mesada y pileta, iluminación general, boca de gas con conector para manguera y argollas 
para sujeción de animales. Para el ingreso de personal, los boxes cuentan con un vestuario en 
zona limpia, ducha (no enclavada), vestuario en zona sucia, sala de preparación de materiales, 
baño en zona sucia, comunicación telefónica. Además, el box posee un sistema de ventilación 
forzado con renovación del 100% del aire, con sistema de depresión para asegurar que no haya 
escape de agentes infecciosos al exterior.  
La sala de necropsia está equipada con una mesa para realizar las necropsias, digestor 
para la eliminación de los animales, puente grúa para el manejo de los mismos, pileta, vapor y 
manguera de alta presión para la higiene del lugar, personal y materiales utilizados en la sala. La 
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enclavadas. Además, posee ingreso y egreso independiente de la sala y disponibilidad de duchas 
en caso de que el personal se retire por la sala y no por los boxes.  
Previamente al ingreso de los animales a los boxes, los mismos recibieron una dieta 
especial para adaptarlos a la alimentación a base de pellet de alfalfa y evitar que sufran de 
timpanismo. Durante 5 días, los animales se alimentaron con cantidades crecientes de pellet de 
alfalfa y decreciente de fardos de alfalfa, hasta alimentarse completamente con pellet.  
Para realizar la infección viral, los animales fueron colocados en un cepo y se utilizó un lazo 
en forma de bozal para inmovilizar la cabeza. La infección se realizó administrando la suspensión 
viral por vía intranasal utilizando un nebulizador ultrasónico (Micrón, Modelo 3058, San-Up). El 
volumen total del inóculo administrado es de 3 ml y se nebulizan 1,5 ml en cada nostril. Los 
animales control recibieron 3 ml de medio de cultivo (MEM-E).  
 
1.F. Evaluación de signos clínicos  
 
El día de la infección se tomó la temperatura rectal y se observó el estado general de los 
animales a fin de establecer valores basales. Los días subsiguientes a la infección, y hasta el final 
de la experiencia, los animales fueron examinados día por medio, se registraron en una planilla 
individual la temperatura rectal, presencia de moco (seroso, seromucoso o mucopurulento), 
lesiones en la superficie mucosa y conjuntivitis, y el estado general. Para registrar estos datos y 
evitar interpretaciones subjetivas, se desarrolló una planilla donde se describen detalladamente 
todas las características a observar, indicando presencia/ausencia y grado de severidad.  
 
1.G. Eutanasia y necropsias  
 
Los animales fueron sedados 1 hora antes de la eutanasia con 0,05 mg/kg de acepromacina 
(Acedan, Laboratorio Holliday) por vía intramuscular (Plumb, 1999) y luego sacrificados mediante 
inyección endovenosa de pentobarbital sódico y difenilhidantoína sódica (Euthanyle, Laboratorios 
Browser). La dosis promedio utilizada fue de 30 mg/kg aproximadamente. La eutanasia se produce 
por muerte cerebral conjuntamente con colapso circulatorio y paro respiratorio. La muerte cerebral 
ocurre antes que el paro cardíaco. Luego de la aplicación por vía endovenosa, el pentobarbital 
sódico produce una rápida acción anestésica y se induce un estado de inconsciencia. Este estado 
progresa rápidamente a una anestesia profunda con reducción concomitante de la presión 
sanguínea. Unos segundos más tarde, cesa la respiración debido a la depresión del centro 
respiratorio, la actividad encefalográfica se hace isoeléctrica indicando muerte cerebral y cesa la 
actividad cardiaca. La necropsia se realizó inmediatamente después del sacrificio. 




1.H. Toma de muestras  
 
Durante los períodos pi y post tratamiento inmunosupresor (pt) se tomaron muestras de 
secreciones nasales y suero según los esquemas de cada diseño experimental.  
Las secreciones nasales fueron tomadas insertando tampones en el meatus ventral de la 
cavidad nasal durante 5 min, e inmediatamente colocados en un tubo cónico de 50 ml conteniendo 
MEM-E suplementado con penicilina 5000 UI/ml, estreptomicina 2500 mg/ml y anfotericina B 10 
mg/ml. Para recuperar la muestra que quedó embebida en el tampón, los tubos se centrifugaron 
durante 10 min a 1000 x g. En esterilidad se realizaron alícuotas de 1 ml cada una y luego se 
guardaron a -70°C hasta su utilización.  
Las muestras de sangre fueron obtenidas de vena yugular utilizando agujas 18G x 1 ½” y 
jeringas de 10 o 20 ml. Las muestras de suero fueron conservadas a -20°C.  
Luego de la necropsia, se tomaron muestras de los siguientes órganos: linfonódulos de cabeza 
y cuello (mandibular y retrofaríngeo), mucosas nasal, orofaríngea, olfatoria, traqueal, glándula 
parótida, tonsila, pulmón, hígado, bazo, riñón, bulbo olfatorio y ganglio trigémino (GT).  
Las muestras de tejidos tomadas durante la necropsia para estudios de histología se fijaron por 
inmersión en una solución salina de formaldehído al 4%. El tiempo de fijación fue de 24 horas a 
temperatura ambiente.  
Las muestras para aislamiento viral en cultivo de células se tomaron con material estéril y se 
transportaron en aluminio y con hielo seco hasta almacenarlas a –80oC.  
Los restos de los animales fueron procesados dentro de la sala y desechados al digestor, para 
luego ser tratados en la planta de tratamiento de residuos. 
 
1.I. Análisis de las secreciones nasales 
 
1.I.1. Titulación viral de secreciones nasales 
     La cuantificación del virus presente en las secreciones nasales se realizó por titulación a punto 
final el mismo día de extracción de la muestra. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 de las 
secreciones nasales en MEM-E (comenzando por 1/10) y luego se inocularon sobre monocapas de 
células MDBK. Las células fueron observadas luego de 48, 72 y 96 horas para detectar la 
presencia de efecto citopático (ECP). El título viral fue calculado por el método de Reed y Muench 
(Reed y Muench, 1938).  
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Las muestras que resultaron negativas fueron sometidas a pasajes ciegos por células. 
Brevemente, se inoculó una monocapa de células MDBK con las secreciones nasales sin diluir, 
luego de 5 días la placa de células fue congelada a -70ºC y descongelada para liberar las partículas 
virales de las células. El sobrenadante fue colocado sobre una monocapa nueva y se observó la 
misma a las 48, 72 y 96 horas (segundo pasaje ciego). Este procedimiento fue repetido una vez 
más (tercer pasaje ciego).  
 
1.I.2. Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Purificación de ADN a partir de células infectadas  
Se infectaron células MDBK en placas de cultivo de 60 mm de diámetro (p60) con muestras 
provenientes de secreciones nasales que presentaron efecto citopático luego de la titulación viral o 
los pasajes ciegos. Al observarse efecto citopático (ECP) extensivo, se descartó el medio de cultivo, 
se lavó la monocapa dos veces con PBS 1 X, se levantaron las células en 1 ml de PBS 1 X (extracto 
celular) y se congelaron a -70ºC. El extracto se congeló y descongeló 3 veces y se realizó el 
siguiente protocolo de extracción de ADN total.  
Se tomaron 350 μl del extracto celular, se agregó un volumen de buffer de extracción 2X 
(Tris 200 mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 200 mM, SDS 2 %, ǃ-mercaptoetanol 20 mM), se 
agitó vigorosamente y se incubó durante 10 min a 65ºC. Luego, se agregaron 250 μl de acetato de 
potasio (5 M), se mezcló por inversión 20 veces y se incubó en hielo 20 min. Posteriormente, se 
centrifugó 30 min a 10000 rpm a 4ºC, se trasvasó el sobrenadante a un tubo nuevo y se 
agregaron 700 μl de isopropanol absoluto. Se centrifugó 15-20 min a 12000 rpm a temperatura 
ambiente y se descartó el sobrenadante. El pellet se lavó dos veces con 500 μl de etanol 70 % 
(centrifugando 15 min a 10000 rpm y descartando el sobrenadante con pipeta), se secó a 37ºC y 
se resuspendió con 50 μl de agua ultrafiltrada. 
 
Extracción de ADN a partir de secreciones nasales  
La extracción de ADN viral a partir de secreciones nasales se realizó con el kit comercial 
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). Para ello, se utilizaron 200 ul de cada secreción nasal. El ADN 
obtenido fue resuspendido en 50 μl de Tris 10 mM pH 8. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Los oligonucleótidos utilizados para las reacciones de amplificación por PCR que permiten 
diferenciar las cepas virales utilizadas se detallan en la tabla 2. 




























al.,  1999 
B1 CAACCGAGACGGAAAGCTCC 
Bcon  AGTGCACGTACAGCGGCTCG 






Beta 2 TTGGCGTAAGTGAAGCGACCC 
FD-R GGTACCGAACTGGCACGTAGC 







Tabla 2. Oligonucleótidos para diferenciación de cepas virales utilizadas. 
 
Las reacciones se realizaron bajo las siguientes condiciones: para reacciones de 12,5 μl 
finales se utilizaron 5 ng de ADN total (viral y celular), buffer de la enzima Taq ADN polimerasa 1X 
(GoTaq Green Buffer, Promega), 6% Dimetil-sulfóxido (DMSO) (Sigma), MgCl2 2 mM, dNTPs 200 
μM (cada uno, Invitrogen), 100 ng de oligonucleótidos sentido y antisentido y 1-2 U de la enzima 
Taq ADN polimerasa (Invitrogen). Siempre se incluyó como control negativo una reacción de PCR 
con todos los reactivos excepto el ADN. 
Las condiciones finales de ciclado para cada amplificación se detallan a continuación. La 
temperatura de fusión (Tf) estimada para el paso de hibridación de ácidos nucleicos se calculó 
según la siguiente fórmula: 











Amplificación del gen gE 
Desnaturalización inicial: 95°C, 5 min. 
Oligonucleótidos 




Desnaturalización 95°C, 30seg 
Hibridación 61°C, 30 seg 
Elongación 72°C, 1 min. 
Tamaño  
302 pb Elongación final: 72°C, 5 min. 
Ciclado Amplificación del gen gC y gE 
(Schynts et al., 1999) Desnaturalización inicial: 95°C, 5 min. 
Oligonucleótidos 
gC1 y gC2 




Desnaturalización 95°C, 30seg 
Hibridación 56°C, 30 seg 
Elongación 72°C, 1 min. 
Tamaño 
390 y 281 pb Elongación final: 72°C, 5 min. 
Ciclado 
Amplificación del gen gC 
Desnaturalización inicial: 96°C, 10 min. 
Oligonucleótidos 




Desnaturalización 96°C, 1 min 
Hibridación 58°C, 1 min 
Elongación 72°C, 1 min. 
Tamaño 
354 pb Elongación final: 72°C, 10 min. 
Ciclado 
Amplificación del gen lac z 
Desnaturalización inicial: 96°C 10 min. 
Oligonucleótidos 




Desnaturalización 96°C, 1 min 
Hibridación 56°C, 30 seg 
Elongación 72°C, 2 min. 
Tamaño 
1596 pb Elongación final: 72°C 10 min. 
 
En la Tabla 3 se detallan los resultados esperados para cada cepa viral y en la Figura 2 se 
observan las reacciones correspondientes. 
 
 Lac Z gE gC 
BoHV-1 LA - + + 
BoHV-1∆gEǃgal + - + 
 
Tabla 3. Resultados esperados de la amplificación por PCR de los virus bajo estudio.               (+): 









Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR. Calles 1, 4 y 
7: BoHV-1 LA. Calles 2, 5 y 8: BoHV-1ΔgEβgal. Calles 3, 6 y 9: Control negativo. A. Calles 1-3: 
fragmento de 354 pb del gen gC. Calles 4-6: fragmento de 302 pb del gen gE. B. Calles 1-3: 
fragmento de 390 pb del gen gC. Calles 4-6: fragmento de 281 pb del gen gE. Calles 7-9: 
fragmento de 1596 pb del gen lac z. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus, Invitrogen).  
 
Electroforesis en geles de agarosa nativos 
Las muestras de ADN se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa de 
concentraciones entre 0,8 % y 1,5 % en buffer TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM) a 5-10 
V/cm2. Para visualizar las bandas de ADN se utilizó bromuro de etidio a una concentración de 0,5 
μg/ml de gel y un transiluminador de luz UV. Las muestras se sembraron con buffer de siembra de 
concentración 10X (glicerol 50 %, TAE 5x, azul de bromofenol 1%).  
Los geles se fotografiaron utilizando el equipo Fotodyne y el programa Quantity One (Bio-
Rad). 
 
1.J. Evaluación respuesta inmune humoral 
 
1.J.1. Ensayo de ELISA para determinación de anticuerpos totales en suero  
Este ensayo fue puesto a punto previamente (Romera et al, 2000a) y se describe 
brevemente a continuación.  
 
Producción de antígeno  
En los ELISAs que se describen a continuación se utilizó como antígeno el virus BoHV-1 
cepa LA semipurificado. Se infectaron botellas de cultivo celular de 75 cm2 de superficie (T75) 
conteniendo una monocapa de células MDBK con el virus a una moi de 0,1. Cuando el efecto 
citopático fue extensivo, las botellas fueron congeladas a -70ºC; luego se descongelaron y 
congelaron 2 veces para liberar las partículas virales intracelulares. Esta suspensión se trasvasó a 
los tubos correspondientes y se centrifugó durante 30 min a 3000 x g para clarificar las 
producciones virales y reducir la presencia de detritos celulares. El sobrenadante fue transferido a 
tubos de ultracentrífuga y se centrifugó a 12000 x g por 2 horas a 4ºC. A continuación, se descartó 
el sobrenadante y el pellet conteniendo el virus fue resuspendido vigorosamente en 500 μl de 
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buffer NET pH 7,5 (Tris base 20 M, NaCl 0,12 M, EDTA 0,01 M) y transferido a criotubos de 1,5 ml. 
Se agregó un volumen de glicerol 100 % y se guardó a -20ºC hasta su utilización. Este mismo 
procedimiento se realizó con cultivos celulares no infectados de modo de producir el antígeno 
negativo (restos celulares). 
Las producciones de antígeno positivo y negativo fueron diluidas en buffer carbonato 
bicarbonato pH 9.6 (Na2CO3 0,015 M, NaHCO3 0,035 M) y sembradas en placas de 96 pocillos 
(Immulon IB, Dynatech Laboratories) en columnas alternadas. Se incubaron durante la noche (12-
16 hs) a 4ºC (paso de sensibilización) y al día siguiente fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato 
salino (PBS) 1 X conteniendo Tween 20 al 0,05 % v/v (Promega) (PBS-T). Como primer paso se 
realizó un bloqueo con el buffer PBS-T ovoalbúmina 1% p/v (PBS-T-OVA) durante 30 min a 37ºC 
con agitación, este buffer fue utilizado para todas las diluciones subsiguientes. Luego de la etapa 
de bloqueo se colocaron los sueros bovinos diluidos en forma seriada (1:4) comenzando en 1/40 
para los sueros incógnita y control negativo y 1/2560 para el control positivo. Las placas se 
incubaron por 30 min a 37ºC en agitación y luego de 3 lavados con PBS-T-OVA, se agregó el 
anticuerpo anti bovino conjugado con la enzima peroxidasa (peroxidasa de rábano, HRP, horse 
radish peroxidase -Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL) diluido 1:2000. Luego de una incubación 
de 30 min a 37ºC en agitación, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se agregó la solución de 
revelado compuesta por ácido sulfónico 2-2’-azino-bis-3-etilbenceno-6-tiazolin 1 mM (ABTS) 
(SIGMA) y 3% p/v peróxido de hidrógeno (H2O2) en buffer citrato pH 5 (ácido cítrico 0.457 M). Las 
densidades ópticas fueron medidas en un lector de ELISA (Multiskan EX, Termo Labsystems) a una 
longitud de onda de 405nm (A405). La reacción se dejó progresar hasta que el valor de A405 del 
suero control positivo alcanzara valores entre 0,6-1,2 (entre 10 y 20 minutos). El titulo de cada 
muestra se calculó como el logaritmo de la inversa de la máxima dilución de la muestra que 
alcanzara una A405 corregida (A405 antígeno positivo – A405 antígeno negativo) mayor o igual al 
40% de la A405 corregida del suero control positivo. 
 
1.J.2. Ensayo de ELISA para evaluación de IgA e IgG1 en secreciones nasales  
El ensayo de ELISA utilizado para detección de IgA e IgG1 en secreciones nasales fue 
desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Del Médico Zajac, 2006). Brevemente, se 
sensibilizaron placas de 96 pocillos (Immulon IB, Dynatech Laboratories) con antígeno positivo y 
negativo en columnas alternadas. Luego del paso de bloqueo de las placas, se agregaron las 
muestras de secreciones nasales incógnita en diluciones seriadas de orden 4, comenzando en 1/8; 
las secreciones control positivas y negativas se utilizaron en una dilución 1/8. Luego de una 
incubación de 45 min a 37ºC en agitación, se volcó el sobrenadante, se lavaron las placas tres 
veces con PBS-T y se agregó el anticuerpo monoclonal (AcM) anti IgG1 de bovino (DAS17) o anti 
IgA de bovino conjugado con peroxidasa (Bethyl Lab, Inc). Luego de incubación y lavados, a la 
placa para detección de IgG1 se le agregó el anticuerpo anti ratón conjugado con peroxidasa, 
según lo descripto en la sección anterior. Finalizada dicha incubación, se agregó a ambas placas la 
solución de revelado conteniendo 3 % p/v H2O2 y OPD (orto-fenildiamina 0,06 mg/ml, Sigma) en 
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buffer citrato fosfato pH 5 (ácido cítrico 0,035 M, Na2HPO4 0,067 M). Luego de 10 min la reacción 
fue frenada agregando H2SO4 2,5 M y la absorbancia se midió a 490 nm (A490). El título de cada 
muestra analizada se calculó como en logaritmo de la inversa de la máxima dilución de la muestra 
que alcanza una A490 corregida mayor o igual al 30 % (IgA) o 10 % (IgG1) de la A490 corregida 
de la secreción control positiva.  
 
1.J.3. Ensayo de seroneutralización  
El ensayo de seroneutralización (SN) realizado se basa en el método virus fijo-suero 
variable. Los sueros incógnita, control positivo y negativo fueron inactivados durante 30 min a 
56ºC, se realizaron las diluciones en MEM-E y se incubaron por cuadruplicado con 200 dosis 
infecciosas en cultivo de tejidos (DICT) de BoHV-1 en unas placa de cultivo sin células. Luego de 
una incubación de 1 hora a 37ºC, la mezcla suero-virus fue transferida a una placa de cultivo 
celular de 96 pocillos fondo plano (Costar, Corning Incorporated) conteniendo células MDBK. Luego 
de 72 horas de incubación a 37ºC y 5 % de CO2, las placas fueron observadas para evaluar la 
presencia de ECP. El título de anticuerpos neutralizantes fue calculado como el logaritmo de la 
inversa de la máxima dilución a la cual no se observa ECP. En cada ensayo se incluyó una 
titulación viral para confirmar la cantidad de DICT utilizadas y un control de viabilidad celular. 
 
1.K. Análisis de los tejidos 
 
1.K.1. Aislamiento viral 
Los tejidos obtenidos en las necropsias y conservados a -80ºC se cortaron con material estéril 
hasta obtener una pieza de 1 cm por 1 cm. En un mortero previamente enfriado, se colocó la 
muestra, hasta 1/10 del volumen de arena estéril y 3 ml de MEM-E. Se mortereó hasta disgregar 
completamente el tejido. Se pasó la suspensión a un tubo de centrífuga y se lavó el mortero con 2 
ml adicionales de MEM-E que se incorporaron al tubo. Se centrifugó durante 20 minutos a 11000 g 
(Sorval RC5C). El sobrenadante obtenido se utilizó para infectar monocapas de células MDBK y TFB 
(muestra pura y diluciones 1/10 en MEM-E). Se incubó durante 1 hora a 37oC y 5% de CO2, se 
retiró el inóculo, se realizaron 2 lavados con MEM-E y se incubó 72 horas con MEM-E 2% SFB a 
37oC y 5% de CO2. Las monocapas se observaron diariamente en busca de efecto citopático.  
Las muestras que resultaron negativas fueron sometidas a pasajes ciegos por células. 
Brevemente, la monocapa inoculada fue congelada a -70ºC y descongelada para liberar las 
partículas virales de las células. El sobrenadante fue colocado sobre una monocapa nueva y se 
observó la misma a las 48, 72 y 96 horas (segundo pasaje ciego). Este procedimiento fue repetido 
una vez más (tercer pasaje ciego). 
 




 Las monocapas negativas luego del tercer pasaje fueron procesadas para detección de 
antígenos virales mediante inmunofluorescencia. Brevemente, las células fueron fijadas con 
acetona al 40% en PBS 1X durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregó el 
antisuero policlonal anti BoHV-1 conjugado con isotiocianato de fluoresceína (VMRD) y se 
incubaron durante 30 minutos a 37oC en cámara húmeda. Finalmente, se realizaron 2 lavados con 




Inclusión de las muestras en parafina, confección de los tacos de parafina y cortes. 
Luego de la fijación de los tejidos, éstos fueron incluídos en parafina. Brevemente, las 
muestras fijadas se tallaron con bisturí y se acomodaron en los cassettes histológicos, debidamente 
identificados. Las piezas fueron deshidratadas en alcoholes de graduación creciente hasta etanol 
absoluto, y se aclararon en xileno para extraer el agente deshidratante. Se introdujeron los 
cassettes en parafina líquida para embeber completamente la muestra. Todo esto se realizó en un 
equipo automatizado (Citadel 2000) del Laboratorio de Histopatología, Instituto de Patobiología, 
CICVyA. Finalmente, las piezas se retiraron del cassette y se colocaron en un molde según la 
orientación deseada de corte, al cual se le vertió parafina líquida y se dejó solidificar a temperatura 
ambiente. 
Con un micrótomo (Leica) se realizaron cortes de 3 μm y se montaron sobre portaobjetos 
silanizados (Dako).  
 
Inmunohistoquímica 
 Para disolver la parafina, los portaobjetos debidamente identificados se sumergieron dos 
veces durante 10 minutos en xileno. Luego, se hidrataron en soluciones con porcentajes 
decrecientes de etanol, 5 minutos en etanol 100%, 5 minutos en etanol 96%, 5 minutos en etanol 
70% y finalmente 5 minutos en agua bidestilada. Se realizó el bloqueo de las peroxidasas 
endógenas incubando los portaobjetos durante 30 minutos en una solución 3% de peróxido de 
hidrógeno (H2O2) en PBS y se lavaron sucesivamente con agua bidestilada y buffer tris salino (TBS) 
con 0,5% de Tween 20 (TBS-T) durante 5 minutos. La recuperación antigénica se realizó con 
Proteasa XIV (Invitrogen) 0,05% en PBS 0,1M incubando 15 minutos a 37oC en cámara húmeda.   
El anticuerpo primario se diluyó 1/5000 en Tris-HCl 0,05M pH 7,6 y 1% de albúmina sérica 
bovina (Sigma) y se incubó con los portaobjetos a 4oC durante 16 horas en cámara húmeda. Se 
utilizó como anticuerpo primario líquido ascítico proveniente de un ratón inoculado con un 
hibridoma secretor de anticuerpos anti BoHV-1 producido en nuestro laboratorio. Luego de 2 
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lavados con TBS-T, las muestra fueron incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con un 
anticuerpo anti ratón biotinilado (Dako) y luego incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con 
estreptevidina peroxidasa de rábano (HRP, horse radish peroxidase) (Dako). Finalmente se reveló 
por tratamiento con una solución de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (AEC 0.1M, H2O2 3% en buffer 
acetato pH 5) durante 20 minutos a 37ºC. La contratinción se realizó con hematoxilina de Mayer 
durante 1 minuto, sumergiendo luego los portaobjetos en agua corriente para producir el viraje de 
color. Por último, los portaobjetos fueron montados con glicerina preparada en PBS para su 
visualización al microscópio óptico.  
 
1.L.  Amplificación por PCR a partir de tejidos 
 
1.L.1. Extracción de ADN a partir de tejidos congelados 
Piezas de aproximadamente 100 mg de GT y tonsila fueron homogeneizadas en un 
mortero previamente enfriado, mediante el agregado de nitrógeno líquido, hasta obtener un polvo 
fino. Este polvo se utilizó para infectar monocapas de células MDBK, lo que permite excluir que la 
presencia de ADN en el tejido se deba a la replicación del virus en las células del tejido. 
El resto de la muestra fue digerida con buffer de lisis (Cloruro de sodio 0,15M; Tris-HCl 
pH=7,5 20mM; ácido etilendiaminotetraacético [EDTA, Sigma] pH=8 10mM; N-laurilsarcosine 
sódico 0,5% [Sigma]; Proteinasa K 33 U/ml [Invitrogen]; Ditiotreitol [DTT, Sigma] 40mM) durante 
16 horas a 56oC. El ADN fue extraído dos veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(Invitrogen) y precipitado con etanol absoluto. El pellet se resuspendió en 60 μl de Tris 10 mM 
pH=8.  
Alternativamente, la extracción de ADN se realizó mediante el uso de un kit comercial 
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). Para ello, se utilizaron 50 mg de cada muestra. El ADN obtenido 
fue resuspendido en 60 μl de Tris 10 mM pH=8. 
 
1.L.2. Amplificación por PCR  
A partir del ADN extraído de los GT y tonsilas, se amplificó por PCR un fragmento interno 
del gen codificante para la enzima gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa (gen gapdh), gen celular 
de expresión constitutiva. Para la amplificación de este gen se utilizaron 2 μl del ADN obtenido, 
buffer de la enzima Taq ADN polimerasa 1X (Go Taq Green, Promega), dNTPs 200 μM, 100 ng de 
oligonucleótidos sentido y antisentido (GAPDH-F y GAPDH-R) y 1 unidad de enzima Taq DNA 
polimerasa (Invitrogen). La secuencia de los oligonucleótidos y el programa de ciclado se detallan 
a continuación: 














Ciclado Amplificación del gen 
gapdh Desnaturalización inicial: 95°C 5 min. 
Oligonucleótidos 




Desnaturalización 95°C, 1 min 
Hibridación 53°C, 1 min 
Elongación 72°C, 1 min. 
Tamaño 
250 pb 
Elongación final: 72°C 10 min. 
 
Seguidamente, las muestras positivas a la amplificación por PCR del gen gapdh se 
analizaron en busca de ADN viral. Para esto, se realizaron dos reacciones de PCR para amplificar 
un fragmento de 390 pb del gen gC y un fragmento de 281 pb del gen gE de BoHV-1 y los 
productos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa como se describió en la 
sección 9.B. Asimismo, mediante diluciones seriadas de ADN de ambos virus se calculó la 
sensibilidad de las reacciones de PCR utilizadas, confirmando el valor publicado por Schynts et al. 
(1999) de 0,5 pg de ADN viral.   
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2. CARACTERIZACIÓN IN VITRO  
 
2.A. Virus y células  
 
Las cepas virales utilizadas en los ensayos in vitro fueron las siguientes:  
• BoHV-1∆gEǃgal (Puntel, 2002a),  
• BoHV-1 Los Angeles (LA) (ATCC),  
• BoHV-1 Colorado (ATCC),  
• BoHV-1 Lam (Metzler et al., 1985) y  
• BoHV-1 Difivac (Rijsewijk et al., 1999b).  
Éstas dos últimas cepas fueron provistas por el Dr. Thiry del Departamento de 
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Virología e Inmunología, Facultad de Medicina 
Veterinaria, Universidad de Liege, Bélgica. 
La propagacón de las cepas virales y el mantenimiento de los cultivos celulares se llevaron 
a cabo tal como se detalla en la sección 1 de Materiales y Métodos de caracterización in vivo.  
 
2.B. Titulación viral  
 
           La cuantificación de virus infectivo se realizó por titulación a punto final como ya se detalló 
en la sección anterior de Materiales y Métodos.  
 
2.C. Cinética de penetración  
(modificado de: Mettenleiter, 1989; Osterrieder et al., 1996; Neubauer et al., 1997) 
  
En dos ensayos independientes, monocapas de células MDBK crecidas en placas de 6 pocillos 
fueron enfriadas a 4oC durante 15 minutos e infectadas con BoHV-1 LA o BoHV-1∆gEǃgal (300 
unidades formadoras de placa [UFP] por ml) por duplicado. Se incubaron durante 2 horas a 4oC 
para permitir la adsorción del virus a las células pero no la penetración. Luego, se retiró el inóculo, 
se agregó MEM-E pre-calentado a 37oC y las células se incubaron a esa temperatura. El cambio de 
temperatura permite la penetración viral y se consideróese momento como el tiempo 0 del ensayo. 
A los 0, 5, 15, 25, 40, 60 minutos después del cambio a 37°C se retiró el medio y se lavaron las 
células con PBS. Uno de los pocillos (tratamiento control) se incubó durante 2 minutos con PBS 
mientras que el otro pocillo (tratamiento ácido) se incubó con 2 ml de una solución ácida (135 mM 
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NaCl, 10 mM KCl, 40 mM de ácido cítrico, pH 3) para inactivar los viriones que no hubieran 
penetrado. Luego de 2 lavados con PBS 1X se agregó a todos los pocillos 4 ml de un medio 
semisólido de carboximetilcelulosa (CMC) (1,5% CMC [Sigma], SFB 2% en MEM-D 2X). Las placas 
se incubaron durante 72 horas y se tiñeron con cristal violeta. Se contaron las placas de lisis en el 
pocillo tratado y en el control para cada tiempo ensayado y se calculó el porcentaje de penetración 
de acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
                              número de placas de lisis luego del tratamiento ácido 
% de penetración = --------------------------------------------------------------------  X 100 
                              número de placas de lisis luego del tratamiento control 
 
 
2.C.1. Tinción con cristal violeta 
Se extrajo el medio semisólido de las placas de células por volcado y se agregó 1 ml de 
formaldehído 4% (formaldehído 10% preparado en PBS) por pocillo. Se incubó durante 10 minutos 
a temperatura ambiente. Se descartó el formol y se incubó durante 20 minutos con 1 ml de 
solución de cristal violeta por pocillo (cristal violeta 1%, etanol 10% en PBS, filtrado). Se retiró el 
colorante y se lavó bajo agua de canilla. Se dejó secar sobre papel durante 24 horas. Finalmente 
se contaron las placas en cada pocillo. 
  
2.D. Cinética de replicación viral 
 
Monocapas de células MDBK crecidas en placas de 60 mm de diámetro (p60) fueron 
infectadas, en dos ensayos independientes, con BoHV-1 LA, BoHV-1∆gEǃgal (11vo pasaje) o BoHV-
1 Colorado, a multiplicidades de infección (moi) de 0,1 y 5 (cinética de múltiples pasos y de un 
único paso, respectivamente). Luego de la infección, las placas fueron incubadas 2 horas a 4°C 
para sincronizar la adsorción y posteriormente, 2 horas a 37ºC. Luego, fueron tratadas con 
solución ácida (40mM acido cítrico, 10 mM KCl, 135 mM NaCl) durante 2 minutos, con el fin de 
inactivar las partículas virales que no hayan penetrado en las células, y lavadas con PBS 1X. 
Finalmente, se agregó medio MEM-E 2% SFB y se incubó a 37ºC por tiempos diferentes. Los 
tiempos de incubación ensayados fueron: 0; 3; 6; 12; 24; 36; 48 y 72 horas pi (hpi) para la moi 
0,1 y 0; 3; 6; 9; 12; 15; 18 y 24 hpi para la moi 5. Para cada uno de los tiempos se obtuvieron, 
separadamente, las fracciones intracelular (células cosechadas en 3 ml de MEM-E) y extra celular 
(3 ml del sobrenadante). Estas fracciones fueron tituladas en MDBK según lo detallado 
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2.E. Ensayo de tamaño de placa de infección 
 
Monocapas de células MDBK fueron crecidas en placas de 12 pocillos e infectadas con 
diluciones seriadas en base 10 de las cepas virales BoHV-1 LA o BoHV-1∆gEǃgal. Luego de 2 horas 
de incubación a 37°C el inóculo viral fue removido y se agregaron 2 ml de medio semisólido con 
CMC por pocillo. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 horas. Transcurrido este tiempo, 
las células fueron fijadas con paraformaldehído (PFA) 4% (2 g PFA en 50 ml de PBS 1X) durante 
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizó un lavado con PBS 1X y las células 
fueron incubadas con un anticuerpo anti BoHV conjugado con FIT-C (FITC) (VMRD, Inc.) durante 1 
hora a 37°C en oscuridad. Luego las células fueron lavadas con PBS 1X y las placas de infección 
fueron fotografiadas con una cámara digital (Olympus C-7070) acoplada a un microscopio de 
fluorescencia. El área de las placas de infección fue calculada con el programa ImageJ (ImageJ se 
encuentra disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij/). 
 
2.F. Ensayo de tamaño de placa de lisis 
 
La infección de las células se realizó según lo descrito en el punto anterior. Se utilizaron las 
cepas BoHV-1 LA, BoHV-1∆gEǃgal, BoHV-1 Lam y Difivac. Luego de 72 horas de incubación a 
37°C, las placas de lisis generadas por la infección fueron fijadas y teñidas con cristal violeta, 
según se describió anteriormente. Finalmente placas de lisis aisladas y elegidas al azar fueron 
fotografiadas y se utilizó el programa ImageJ para el cálculo de sus superficies.  
 
2.G. Microscopía electrónica 
 
2.G.1. Tinción negativa 
Se colocó una gota de la muestra de virus BoHV-1 LA o BoHV-1∆gEǃgal clarificado de 
aproximadamente 25 μl sobre un papel de film. Contigua a ésta se colocó una gota del mismo 
volumen de PTA (Acido Fosfo Túngstico), se sumergió completamente la grilla de cobre en la 
muestra, siempre con la membrana de colodión hacia arriba, y se la dejó por 2 minutos. Luego se 
extrajo la grilla, se quitó el excedente de material con papel de filtro, y se la sumergió de la misma 
manera en la gota de PTA también por dos minutos. Todo esto se llevó a cabo en una placa de 
Petri con base de cera de dentista. 
Una vez cumplido este proceso, las grillas se almacenaron en placas de Petri en un fondo 
de papel de filtro hasta que su secado y observación. 





Se infectaron monocapas de células MDBK con BoHV-1 LA o BoHV-1∆gEǃgal con una moi 
de 10 y se incubaron durante 16 horas a 37oC y 5 % de CO2. Transcurrido este tiempo, las 
muestras fueron fijadas en glutaraldehído al 2% en buffer Millonig. Luego de lavar con dicho buffer 
se realizó una post fijación en tetróxido de osmio al 2% durante 2 horas en frío, se lavaron con 
agua destilada y se comenzó el proceso de deshidratación con alcoholes ascendentes, 3 pasajes de 
5 minutos en cada alcohol, luego 2 pases en acetona y finalmente se colocaron en solución de 
preinclusión (resina/acetona al medio) durante 16 horas. Las inclusiones se realizaron en moldes 
con resina pura y se colocaron en estufa a 56ºC durante 72 horas. Luego se realizó el tallado de 
los tacos y se cortó con un ultramicrótomo (Sorvall MT-2B). Se realizaron cortes ultrafinos (60 – 90 
nm), se montaron en grillas y se contrastaron con Uranilo – Reynold’s para posterior observación 
en el microscopio. 
 
2.G.3. Microscopio electrónico de transmisión 
Se utilizó un microscopio electrónico de transmisión (Jeol 1200 EX II) para observar tanto 
las tinciones negativas de ambos virus así como los cortes de las monocapas infectadas. 
Las tomas fotográficas fueron realizadas en película plana, y a un Kilo voltaje de 85 KV. El 
aumento al cual se realizaron las tomas fue de 50000 aumentos. 
Todos los experimentos ultraestructurales se llevaron a cabo en la Unidad de Microscopía 
Electrónica y Bioquímica Aplicada, CICVyA, INTA Castelar. 
 
Materiales y Métodos 
 
 73
3. CARACTERIZACION GENÓMICA 
 
3.A. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados para las distintas reacciones de PCR realizadas se detallan en la 





Secuencia del oligonucleótido  




1-UL52-F  UL52  GAAGGAAACCAAGTCGGG 
1-UL52-R    GGCTTTACTCCAACAGCG 
223 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
1-UL43-F  UL43  AGGTCTCGGGCTGGCGGTCT 
1-UL43-R    CTGTGCTTCTGCGTCGGGG 
207 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
UL41-F  UL41  GGGGCTCTTCAAGCT(A/G)CTGC 
UL41-R    AAGATCGGGTAGTAGGAGCG 
236 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
UL40-F  UL40  GCCAAACAGAGGAGGCAG 
UL40-R    CATGATTCTATTCGAGGGC 
348 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
UL36-F  UL36  CGTTTCTGCGGCTGGCCTTC 
UL36-R    TCACCAGCGCCAGCGACGT 
317 
 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
UL34-F  UL34  AAGGCGCAGTATCGCGAGA 
UL34-R    AGCTGCTTCGTGCGCATGCC 
346 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
UL29-F  UL29  GGGCTTCGTGTACGTCTG 
UL29-R    CAGCCACTACCACCCGAA 
224 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
DNApolF1 UL30 TACAACATCGTCAACTTCGACTG 




CR39gB-F UL27 CACGACCTGGGCGGGCAGCAC 
CR40gB-R  GACAGCCACACCTTCGCGTTGCAG 
678 
Ros y Belak, 1999 
1-UL11-F  UL11  ATGGGACAGGCGGCGTCGTGC 
1-UL11-R    CAAATCGTGTAATTCTTTGCGTGT 
329 
Del Médico Zajac et 
al., 2009b 
CR52gD-F US6 CCCGMYGCCGCGATACAACTAC 
gD-R  TACCCGCAGGAGGCACACAAG 
595 
Ros y Belak, 1999 
 
Tabla 4: Secuencia de los oligonucleótidos utilizados. 
* Tamaño del fragmento amplificado utilizando los oligonucleótidos indicados 
 
3.B. Purificación de virus 
 
Monocapas de células MDBK fueron crecidas en botellas de cultivo celular de 150 cm
2 
de 
superficie (T150) e infectadas con las cepas BoHV-1∆gEǃgal o BoHV-1 LA a moi 1. Cuando el ECP 
fue extensivo, los frascos fueron congelados a -70°C. Luego de dos rondas sucesivas de congelado 
(-70°C) y descongelado, se realizó el clarificado a 3000 rpm durante 20 min a 4°C. El 
sobrenadante fue ultracentrifugado a 100000 g (Beckman L-90K) durante 1 hora a 4ºC y se volcó 
el sobrenadante y se secó el interior del tubo con papel. El pellet se resuspendió en 1 ml de buffer 
TE (Tris 200 mM pH 8, EDTA 20 mM) con NP-40 0,1 % v/v (Sigma) e incubado a 37oC por 30 
minutos y a 56°C por 1 hora. Luego se llevó a 30 ml con TE, se agregaron 5 ml de sacarosa 30% 
p/v en el fondo del tubo y se ultracentrifugó a 100000 g durante 2 horas a 4°C. Se volcó el 
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 500 μl de buffer de extracción (TE pH 8, SDS 1%, 
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Proteinasa K 0,5 mg/ml). Para lograr la disolución del pellet, se incubó a 56°C por 2 horas. Luego 
se procedió a la extracción de ADN. 
 
3.C. Extracción de ADN a partir de virus purificado 
 
Para extraer ADN viral a partir de virus purificado se agregó un volumen de fenol: 
cloroformo: isoamílico (24:25:1), se mezcló por inversión, se centrifugó a 13000 rpm por 10 min a 
temperatura ambiente y se recuperó la fase acuosa. La misma fue nuevamente tratada con fenol: 
cloroformo: isoamílico, mezclada y centrifugada a 13000 rpm por 10 minutos. Luego se agregó 
1/10 de volumen de acetato de sodio (AcNa) 3M y 2 volúmenes de etanol absoluto, y se incubó 1 
hora a -70°C. Posteriormente se centrifugó a 13.000 rpm  por 10 minutos a 4°C, se descartó el 
sobrenadante y el pellet fue lavado 2 veces con 600 μl de etanol 70%. Luego el pellet fue secado y 
resuspendido en 50 μl de agua deionizada por 16 horas a 4°C. Finalmente se corroboró la 
integridad del ADN obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y se cuantificó la 
muestra por absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotómetro UV Nanodrop ND-1000. 
 
3.D. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 12,5 μl. Se utilizaron 5 ng 
de ADN viral, buffer de la enzima Taq ADN polimerasa Green Go Taq 5x (Promega), dNTPs 200 μM 
(cada uno), 100 ng de oligonucleótidos sentido y antisentido  y 1 unidad de Taq DNA polimerasa 
(Invitrogen).  
Debido al alto contenido de GC del genoma de los herpesvirus fue necesario, en todos los 
casos, utilizar un programa de ciclado del tipo touch-down.  
 
3.E Electroforesis en geles de agarosa nativos 
Las muestras de ADN se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa de 
acuerdo a lo detallado previamente en la sección Materiales y Métodos. 
 
3.F. Purificación de ADN a partir de geles de agarosa 
Los productos de PCR fueron purificados a partir de geles de agarosa. Para ello, se realizó 
una electroforesis en gel de agarosa y la banda del tamaño esperado se escindió del gel utilizando 
bisturí y se purificó con el kit comercial, Illustra GFXTM PCR DNA and gel band purification kit (GE 
Healthcare). El ADN obtenido fue resuspendido en 20μl de Tris 10 mM pH=8. 




3.G. Secuenciación automática  
 
La secuenciación de los productos de amplificación por PCR y de ADN genómico viral se 
realizó utilizando el Servicio Interno de Genotipificación y Secuenciación- Ibiotec (Instituto de 
Biotecnología, CICVyA). En este lugar se trabaja con el kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied 
Biosystems) y con el secuenciador 3130 xl Genetic Analizer (Applied Biosystems).  
Todas las secuencias se realizaron en ambas cadenas. 
 
3.H. Digestión con endonucleasas de restricción 
 
Para las digestiones de ADN genómico se utilizaron 10 μg de ADN, 1-5 U de enzima,  
buffer de restricción apropiado 1X y albúmina sérica bovina 1X  (BSA 10 mg/ml) en un volumen 
final de 20 μl. Las reacciones se incubaron 3 horas a la temperatura recomendada para cada 
enzima. En caso de ser necesario luego de la digestión las enzimas se inactivaron según las 
recomendaciones del fabricante (Promega). 
 
3.I. Herramientas bioinformáticas 
 
El acceso a la secuencia genómica de BoHV-1 se realizó utilizando el sitio web de NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov).  
La edición, el análisis y alineamiento de las secuencias de ácidos nucleicos y de proteínas se 
realizó con los programas VectorNTI versión 8.0 (InforMax, Inc, 1994-2002), BioEdit versión 7.0.5.3 







1. ESTUDIO DE LA INFECCIÓN AGUDA POR BoHV-1ΔgEβgal EN BOVINOS 
 
Con el objetivo de evaluar la virulencia de la cepa BoHV-1ΔgEβgal en el hospedador 
natural, se diseñó una experiencia de infección viral de bovinos. Asimismo, para contar con los 
parámetros de excreción viral, signos clínicos y respuesta inmune asociados a la infección aguda 
con la cepa parental se realizó la infección experimental de bovinos con la cepa BoHV-1 LA, 
obteniéndose una herramienta de comparación. Las infecciones se desarrollaron como dos 
experiencias independientes para evitar la contaminación cruzada entre ambos agentes. 
 
1.A. Infección experimental de bovinos con el virus BoHV-1 LA 
 
Para estudiar los parámetros de excreción viral, signos clínicos y respuesta inmune 
asociados a la infección aguda con BoHV-1 se realizó la infección de 9 bovinos por vía intranasal 
con la cepa LA de BoHV-1. 
 
1.A.1. Excreción viral y signología clínica 
Los animales fueron infectados por vía intranasal (aerolización) con 3 ml de 107,5 DICT50/ml 
del virus BoHV-1 LA. Una vez finalizada la inoculación, el virus sobrante fue retitulado para 
confirmar la dosis administrada, registrándose un título viral de 107,0 DICT50/ml.  
Luego de la infección, las secreciones nasales fueron analizadas de acuerdo a lo detallado 
en la sección de materiales y métodos. Los animales excretaron partículas virales infectivas desde 
el día 1 hasta el día 12 post infección (pi) (Figura 1). Los niveles máximos de excreción viral se 
detectaron entre los días 4 y 8 pi, alcanzando valores de 107,5 DICT50/ml.  
 





Para la identificación de la cepa viral excretada, el ADN extraído de las secreciones nasales 
de los animales infectados con BoHV-1 LA fue analizado por PCR. Todas las muestras resultaron 
positivas para las reacciones de amplificación del gen gE (300 pb) y gC (400 pb) de BoHV-1 
(Figura 2), y negativas para lac Z, según lo esperado. De esta manera se confirmó la identidad del 
virus excretado. 
 
Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR. Calles 1-6: 
secreciones nasales de animales infectados con BoHV-1 LA. Calles 7 y 8: BoHV-1ΔgEβgal. Calles 9 
y 10: BoHV-1 LA. Calles 11 y 12: Control negativo. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus, 
Invitrogen). Calles 1, 3, 5, 7, 9 y 12: fragmento del gen gC. Calles 2, 4, 6, 8, 10 y 12: fragmento 
del gen gE.   
 
Los hisopados conjuntivales y vulvares se realizaron cuando los animales manifestaron 
signos clínicos y/o lesiones compatibles con la enfermedad causada por este agente. En ningún 
caso se detectaron partículas virales en estas muestras. 
        
Todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA mostraron signología respiratoria 
moderada. A partir del segundo día pi, los animales presentaron secreción nasal serosa, que luego 
se transformó en seromucosa y mucopurulenta de distintas intensidades, de leve a severa (Tabla 
1) (Figura 3). Cuatro animales (No 37, 243, 284 y 35) presentaron un registro de temperatura 
rectal superior a 39,5ºC el día 4 pi. Por su parte, otros cuatro bovinos (No 284, 14, 35 y 21) 
presentaron secreción ocular seromucosa leve al día 8 pi. 
 
Figura 3. Signología clínica observada en animales inoculados con BoHV-1 LA. A: rinitis 







Animal      
0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0 1 4       
243 0 0 0 4 4     
10 0 1 2 3 3     
284 0 0 4 5 6 3 3 0  
35 0 1 0 4 4 3 3 3  
14 0 0 1 3 4 3 3 1 0 
2 0 1 1 4 6 3 3 3 1 
22 0 0 1 1 1 3 5 4 0 
21 0 0 1 3 6 4 7 6 4 
 
Tabla 1. Signología clínica registrada en animales inoculados con BoHV-1 LA. Las celdas 
sombreadas corresponden a los días para los cuales esos animales ya habían sido eutanasiados. El 
grado de severidad de la rinitis se registró según la siguiente escala de valores arbitrarios (Puntel, 
2002a): serosa leve=1, serosa moderada=2, seromucosa leve=3, seromucosa moderada=4, 
seromucosa severa=5, mucopurulenta leve= 6, mucopurulenta moderada=7, mucopurulenta 
severa=8. 
 
1.A.2. Respuesta inmune 
Para determinar la presencia de anticuerpos anti-BoHV en suero y secreciones nasales se 
realizaron los ensayos de ELISA detallados en la sección de materiales y métodos. 
Las muestras de secreciones nasales tomadas durante el período pi fueron analizadas 
mediante un ensayo de ELISA para evaluar niveles de anticuerpos de clase IgA e IgG1. En 5 de 8 
animales se detectaron anticuerpos de clase IgA al día 7 pi con títulos de 0,9 (log10). Al día 9 pi 
todos los animales desarrollaron IgA, alcanzando valores de 2,1 (log10) a los 12 dpi (Tabla 2A). Los 
anticuerpos de clase IgG1 se detectaron al día 9 pi en todas las muestras, con títulos máximos de 
3,3 (log10) a los 12 dpi (Tabla 2B). 
 
La respuesta inmune humoral en suero fue evaluada por ELISA para anticuerpos totales 
contra BoHV-1. Todos los animales seroconvirtieron luego de la infección, alcanzando títulos 
máximos de 2,8/3,4 (log
10
) (Tabla 3). Los terneros eutanasiados a los días 5 y 9 pi no presentaron 







Animal      
7  9  12  7  9  12  
37       
243 0,9 0,9  0 0,9  
10 0,9 1,5  0 0,9  
284 0 0,9 2,1 0 0 2,1 
35 0,9 1,5 1,5 0 1,5 3,3 
14 0,9 0,9 1,5 0 0,9 2,7 
2 0 0,9 2,1 0 0,9 2,1 
22 0,9 1,5 2,1 0 0 1,5 
21 0 0,9 1,5 0 0,9 2,7 
Tabla 2: Anticuerpos IgA (A) e IgG1 (B) en hisopados nasales de animales infectados con la cepa 
BoHV-1 LA a distintos dpi medidos por ELISA y expresados como log10. Las celdas sombreadas 
corresponden a los días para los cuales esos animales ya habían sido eutanasiados. 
 
 
Animal 37 10 1243 35 284 14 2 22 21 
Dpi 5* 9* 9* 15* 15* 21* 42* 42 42 
Título 0 0 0 2,8 2,2 2,8 2,2 2,2 2,2 
Tabla 3: Respuesta de anticuerpos inducida luego de la infección. Anticuerpos IgG totales en suero 
de animales infectados con la cepa BoHV-1 LA, medidos por ELISA indirecto, expresado como 
título log10. El * indica que el dpi corresponde al día de eutanasia. 
 
Los resultados de excreción viral y signología clínica presentados en esta sección permiten 
concluir que se logró reproducir experimentalmente el cuadro clínico asociado a infecciones con 
BoHV-1. La infección de bovinos con la cepa de referencia LA de BoHV-1 produjo una alta y 
prolongada excreción viral y signología clínica moderada, así como la inducción de una respuesta 
inmune específica, tanto en suero como en mucosas. 
 
1.B. Infección experimental de bovinos con el virus BoHV-1ΔgEβgal 
 
Para estudiar el comportamiento in vivo de la cepa recombinante BoHV-1ΔgEβgal se 






1.B.1. Excreción viral y signología clínica 
Los animales fueron infectados por vía intranasal (aerolización) con 3 ml de 107,5 DICT50/ml 
del virus BoHV-1ΔgEβgal. Una vez finalizada la inoculación, el virus sobrante fue retitulado para 
confirmar la dosis administrada registrándose un título viral de 107,3 DICT50/ml.   
Durante la infección aguda no se detectaron partículas virales infectivas en cultivos de 
tejidos en las muestras de hisopados nasales de ninguno de los animales infectados. Luego de tres 
pasajes ciegos, se detectó efecto citopático en la muestra de un sólo animal correspondiente al día 
2 pi.  
Se analizó la presencia de ADN viral en las secreciones correspondientes a los días 4 y 7 pi 
mediante amplificación por PCR de dos fragmentos del gen gC. Las muestras de todos los animales 
fueron positivas para los días estudiados (Figura 4). 
 
 
Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR de dos 
fragmentos del gen gC utilizando ADN de secreciones nasales tomadas el día 4 pi (A) y 7 pi (B). Se 
muestran los resultados de los animales 189 (calles 1 y 2), 287 (calles 3 y 4), 502 (calles 5 y 6), 
506 (calles 7 y 8), 509 (calles 9 y 10) y 1016 (calles 11 y 12). Calle 13: control positivo. Calle 14: 
Control negativo. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus, Invitrogen). 
 
Los resultados negativos del aislamiento viral en cultivo de tejidos indican que la cepa 
BoHV-1∆gEǃgal no se excreta luego de la infección intranasal. Sin embargo, la presencia de ADN 
viral en los hisopados nasales de los animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal a los 4 y 7 
días pi indicaría replicación viral. Estos resultados sugieren un bajo nivel de replicación in vivo de 
este virus, o una baja excreción del mismo en secreciones nasales.  
 
Los animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal no mostraron signos clínicos ni 
cambios de la temperatura rectal durante el período observado y se mantuvieron sanos durante 





1.B.2. Respuesta inmune  
Se realizó un ELISA para detectar la presencia de anticuerpos en las secreciones nasales. 
Todos los animales presentaron anticuerpos de clase IgA en las secreciones correspondientes a los 
días 7, 9 ó 12 pi (Tabla 4), con títulos entre 0,9 y 1,5 (log10). 
 
dpi 
Animal     
7 9  12  
502 0,9 0,9  
506 0,9 0,9 0,9 
287 0,9 0,9 1,5 
189 0,9 0,9 0,9 
509 0 0 0,9 
1016 0,9 0,9 1,5 
Tabla 4: Anticuerpos IgA en hisopados nasales de animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal 
a distintos dpi medidos por ELISA y expresados como log10. Las celdas sombreadas corresponden 
a los días para los cuales esos animales ya habían sido eutanasiados 
 
Sólo un animal infectado (Nº 506) presentó anticuerpos de clase IgG1 en secreciones 
nasales a los 9 y 12 dpi con un título de 0,9 (log10). 
Todos los animales infectados desarrollaron anticuerpos totales a los tiempos ensayados, 
alcanzando valores máximos de 2,2 (log10) (Tabla 5). Sólo el animal eutanasiado al día 9 no 
presentó anticuerpos ya que es una fecha temprana para detección de los mismos. Asimismo, se 
hallaron anticuerpos neutralizantes en el suero de todos los animales durante el ensayo (Tabla 6).  
 
Animal 502 506 287 189 509 1016 
dpi 9* 15* 21* 42* 42 42 
Título 0 1,6 1,6 1,6 1,6 2,2 
Tabla 5: Respuesta de anticuerpos inducida luego de la infección. Anticuerpos IgG totales en suero 
de animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal, por ELISA indirecto, expresado como título 








9 15 21 42 
502 +    
506 nd +   
287 nd + +  
189 nd + nd + 
509 nd + nd + 
1016 nd + nd + 
Tabla 6. Presencia de anticuerpos neutralizantes en las muestras de suero de animales infectados 
con la cepa BoHV-1ΔgEβgal a distintos días pi. (-) ausencia de anticuerpos; (+) presencia de 
anticuerpos; nd: no determinado. Las celdas sombreadas corresponden a los días para los cuales 
esos animales ya habían sido eutanasiados. 
 
Todos los animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal desarrollaron una respuesta 
inmune humoral detectable, tanto sérica como de mucosas. Estos resultados sugieren que en 
dichos animales se produjo una estimulación del sistema inmune debido a la presencia del virus, 
confirmando la infección de los mismos. 
 
Conjuntamente, estos datos indican que la cepa BoHV-1ΔgEβgal logra infectar a los 
animales e inducir una respuesta inmune específica. Sin embargo, no es excretada en secreciones 
nasales ni genera signos clínicos de enfermedad en el bovino. Todo esto indicaría que la cepa 
BoHV-1ΔgEβgal se encuentra atenuada in vivo.  
 
1.C. Estudio de la distribución viral en tejidos 
 
El estudio de la distribución viral en los tejidos de los animales infectados con los virus 
BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA se abordó mediante aislamiento viral e inmunohistoquímica. El 
aislamiento viral a partir de órganos mantenidos a -80oC permitió detectar la presencia de virus 
infectivo a tiempos tempranos luego de la infección. También se estudió la distribución de 
antígenos virales en las células infectadas de distintos tejidos a partir de órganos fijados e 





1.C.1. Aislamiento viral  
Para conocer la distribución viral en los tejidos durante la infección aguda, se realizó el 
cultivo en células MDBK y TFB de las muestras procesadas de tejidos congelados a -80oC de los 
animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal y eutanasiados a los días 9 y 15 pi así como 
también de los tejidos de animales infectados con la cepa BoHV-1 LA y eutanasiados a los días 5, 
9 y 15 pi.  
En los tejidos del día 5 pi del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA se detectó virus 
infeccioso en mucosa nasal, olfatoria, orofaríngea y traqueal, así como en linfonódulos de cabeza y 
cuello, glándula parótida y bulbo olfatorio (Tabla 7). Los tejidos positivos correspondientes al día 9 
pi fueron mucosa nasal y orofaríngea, linfonódulo retrofaríngeo y tonsila para el animal infectado 
con BoHV-1 LA, mientras que para el animal infectado con el virus BoHV-1ΔgEβgal solamente 
mucosa orofaríngea. Los resultados negativos se confirmaron mediante tres pasajes ciegos sobre 
células MDBK y posterior inmunofluorescencia. Las muestras procesadas pertenecientes a los 










Mucosa nasal  + + - 
Mucosa orofaríngea + + + 
Mucosa olfatoria + - - 
Mucosa traqueal + - nd 
Linfonódulo retrofaríngeo - + - 
Linfonódulo mandibular + nd nd 
Tonsila - + - 
Glándula parótida + - - 
Bulbo olfatorio + - - 
Tabla 7. Resultados del aislamiento viral de tejidos provenientes de animales infectados con BoHV-
1 LA a los 5 y 9 dpi y BoHV-1∆gEǃgal a los 9 dpi. (+): Resultado positivo. (-): Resultado negativo. 
nd: no determinado 
 
Los resultados de la Tabla 7 muestran la distribución de los virus BoHV-1 LA y BoHV-
1∆gEǃgal en los tejidos luego de la infección en bovinos. El número de muestras positivas 
observadas al día 5pi de la cepa BoHV-1 LA confirman la dispersión de dicha cepa, afectando a 





1.C.2. Detección de antígenos virales 
Para conocer la distribución de antígenos virales en los tejidos durante la infección aguda 
con los virus BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA se realizaron cortes por micrótomo de muestras de 
órganos de los animales infectados y eutanasiados al día 9 pi y se procesaron por la técnica de 
inmunohistoquímica. Se utilizó como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal anti-BoHV-1 y 
se marcó con el sistema streptavidina-biotina, revelando con una solución de carbazol. Para la 
contratinción se utilizó hematoxilina de Mayer.  
A los 9 dpi se detectaron antígenos virales en la mucosa orofaríngea y en el linfonódulo 
mandibular de los animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal. Los tejidos de los animales 
infectados con el virus BoHV-1 LA en los cuales se detectaron antígenos virales fueron mucosas 
orofaríngea y nasal, y linfonódulos retrofaríngeo y mandibular (Tabla 8). 
 
Tejido BoHV-1 LA BoHV-1ΔgEβgal 
Mucosa olfatoria - - 
Mucosa nasal + - 
Mucosa orofaríngea + + 
Linfonódulo retrofaríngeo + - 
Linfonódulo mandibular + + 
Tabla 8. Resultados de la inmunohistoquímica de tejidos provenientes de animales infectados con 
BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal al día 9 pi. (+): Resultado positivo. (-): Resultado negativo. 
 
Las imágenes de las inmunohistoquímicas realizadas sobre los linfonódulos de los animales 
infectados con BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal muestran que las células positivas resultaron 
morfológicamente compatibles con linfocitos y presentaron tinción específica con localización 
nuclear. El análisis de la localización de las células positivas en este tejido mostró una distribución 
similar de antígenos virales para ambas cepas, con una mayor concentración en los centros 
germinales (Figura 5B, E y H). La cantidad de células reactivas por campo estuvo en el mismo 
orden para ambos virus (Figura 5C, F e I). Los controles negativos no mostraron reacciones 
inespecíficas (Figura 5J-L).  
Con respecto a las imágenes correspondientes a la mucosa orofaríngea, se observaron 
células positivas tanto en la mucosa (Figura 6F) como en la submucosa (Figura 6B, F, H e I), y en 
los acinos glandulares (Figura 6C). Si bien se observó una leve tinción inespecífica en el citoplasma 
de las células epiteliales de la mucosa debido al alto contenido de sustancias reactivas (Figura 6F y 
L), esto no interfirió en la discriminación entre células positivas para antígenos virales con tinción 











Figura 5. Inmunohistoquímica de secciones de linfonódulo mandibular correspondientes a 
animales infectados con el virus BoHV-1 LA y sacrificados a los 5 dpi (A-C), 9 dpi (D-F) o 
infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal y sacrificado a los 9 dpi (G-I). J-L: control negativo. 













Figura 6. Inmunohistoquímica de secciones de mucosa orofaríngea correspondiente a animales 
infectados con el virus BoHV-1 LA y sacrificados a los 5 dpi (A-C), 9 dpi (D-F) o infectados con la 
cepa BoHV-1∆gEǃgal y sacrificado a los 9 dpi (G-I). J-L: control negativo. Aumento: A, D, G y J 
100x; B, E, H y K 400x; C, G, I y L 1000x. Las flechas señalan células positivas.  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos del análisis de los tejidos de los animales 
infectados, se sugiere que el virus BoHV-1∆gEǃgal infecta un menor número de tejidos en 
comparación con la cepa parental LA.  
Conjuntamente, los resultados de la experiencia de infección aguda sugieren que la cepa 
BoHV-1ΔgEβgal infecta al bovino, detectándose la presencia de genoma viral en las secreciones 
nasales y células que expresan antígenos virales en órganos próximos a la puerta de entrada. 
Asimismo, la infección con esta cepa indujo una respuesta inmune específica tanto en suero como 
en mucosas. Sin embargo, la ausencia de signos clínicos y excreción viral indicarían que la cepa 









2. ESTUDIO DE LA LATENCIA DE BoHV-1ΔgEβgal EN BOVINOS 
 
El estudio de la latencia de BoHV-1ΔgEβgal en bovinos se abordó en primer término 
mediante la inducción experimental de la reactivación viral a través de un tratamiento 
inmunosupresor. Posteriormente, se analizaron los tejidos propuestos en la bibliografía como sitios 
de establecimiento de la infección latente. 
 
Con el objetivo de contar con los parámetros de excreción viral, signos clínicos y respuesta 
inmune asociados a la reactivación de BoHV-1 LA y la cepa BoHV-1ΔgEβgal, se realizó el 
tratamiento inmunosupresor experimental a dos animales de cada grupo a los días 48 y 74 pi. 
 
2.A. Reactivación de los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA 
 
Dos animales (No 22 y 21) previamente infectados con el virus BoHV-1 LA fueron 
inoculados durante 5 días consecutivos con dexametasona endovenosa (0,1 mg/kg) para inducir la 
reactivación viral.  
 
2.A.1. Excreción viral y signología clínica 
El animal que recibió el tratamiento con dexametasona a partir del día 48 pi (Nº 22), no 
excretó partículas infectivas en secreciones nasales durante el período post tratamiento (pt) 
evaluado. Asimismo, las muestras fueron negativas al realizarse tres pasajes ciegos como al 
analizar la presencia de ADN viral mediante reacciones de amplificación por PCR. Respecto a la 
signología clínica, el animal 22 no mostró signos ni presentó registros de temperatura rectal 
elevada. 
El animal No21 que comenzó el tratamiento el día 74 pi presentó excreción viral a partir 
del cuarto día pt, la cual se prolongó durante 6 días y alcanzó un valor máximo de 106.5DICT50/ml 
al día 5 pt (Figura 7). 
Los resultados de la excreción viral del animal 21 durante el período de reactivación viral, 
en términos de duración y valores máximos, fueron menores que los detectados durante la 
infección aguda (cuando excretó virus durante 9 días con un título máximo de 107.5DICT50/ml). El 
animal 21 tuvo temperatura rectal mayor a 39,5oC durante dos días consecutivos (días 9 y 10 pt). 
Sin embargo no presentó otros signos clínicos asociados a la enfermedad por BoHV-1 durante 






Figura 7. Curva de excreción viral individual de los animales infectados con BoHV-1 LA y tratados 
con dexametasona. El día 1 pt corresponde al día 48 y 74 pi para los animales 22 y 21, 
respectivamente.  
  
2.A.2. Respuesta inmune 
Para determinar la presencia de anticuerpos anti-BoHV en suero y secreciones nasales se 
realizaron los ensayos de ELISA detallados en Materiales y Métodos.  
 En el animal 22 el título de anticuerpos séricos no presentó variaciones entre las muestras 
anteriores y posteriores al tratamiento inmunosupresor, manteniéndose en un valor de 2,2 (log10). 
Sin embargo se observó un incremento en los anticuerpos de ambos isotipos estudiados en 
secreciones nasales, de 0 a 1,5 (log10) en ambos casos. Para el animal 21 se verificó un aumento 
en el título de anticuerpos en suero después del tratamiento inmunosupresor, de 2,2 a 3,4 (log10), 
así como incrementos en los anticuerpos de clase IgA e IgG1 en secreciones nasales, alcanzando 
valores de 3,3 y 3,9 (log10), respectivamente (Tabla 9). 
 
 Pre TD Post TD 
 Suero Secreciones nasales Suero Secreciones nasales 
Animal Ig totales  IgA IgG1  Ig totales IgA IgG1 
22a 2.2 0 0 2.2 1,5 1,5 
21b 2.2 0,9 1,5 3.4 3,3 3,9 
 
Tabla 9: Respuesta de anticuerpos en suero y en secreciones nasales antes y después del 
tratamiento inmunosupresor, medidos por ELISA, expresado como título log10. TD: tratamiento 
con dexametasona.                   
a Pre TD y post TD corresponden a los días 48 y 65 pi, respectivamente.  





Los datos de excreción viral y respuesta inmune sugieren que el animal número 21 
reactivó la infección con BoHV-1 experimentalmente. Respecto al animal 22, no se detectó 
variación en los niveles de anticuerpos séricos ni excreción de partículas infectivas. Asimismo, el 
día de la necropsia se extrajo una muestra de sangre y un hisopado nasal siendo los resultados 
negativos. Sin embargo, se produjo un incremento en los anticuerpos en secreciones nasales entre 
las muestras previas y posteriores al tratamiento inmunosupresor. Por lo tanto, no podemos 
descartar que dicho animal haya reactivado la infección latente.  
 
2.B. Reactivación de los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal  
 
Dos animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal fueron inoculados durante 5 días 
consecutivos con dexametasona endovenosa (0,1 mg/kg) a los días 48 y 74 pi para inducir la 
reactivación viral. 
 
2.B.1. Excreción viral y signología clínica  
No se detectó virus infeccioso de las secreciones nasales de ninguno de los dos animales 
infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal y tratados con dexametasona, aún después de realizar tres 
pasajes ciegos. Asimismo, las reacciones de amplificación por PCR a partir de las secreciones 
nasales de estos animales durante y después del tratamiento inmunosupresor fueron negativas. 
 
No se observaron signos clínicos compatibles con enfermedad producida por BoHV-1 en 
ninguno de los dos animales durante todo el período pt examinado. 
 
2.B.2. Respuesta inmune 
Para estudiar la respuesta inmune de mucosas, se analizaron las secreciones nasales de 
los animales tratados con dexametasona. No se detectaron anticuerpos de clase IgA o IgG1 en las 
secreciones nasales correspondientes tanto al comienzo del tratamiento inmunosupresor  como a 
los días posteriores al mismo. 
En el animal Nº 509 se verificó un aumento en el título de anticuerpos después del 
tratamiento inmunosupresor, de 1,6 a 2,2 (log10). El otro animal (Nº 1016) no presentó 
variaciones en el título de anticuerpos séricos entre las muestras anteriores y posteriores al 
tratamiento, manteniéndose en un valor de 2,2 (log10). Asimismo, los ensayos de 
seroneutralización fueron positivos para las muestras de sueros anteriores y posteriores al 





 Los datos de excreción viral, signos clínicos y respuesta inmune presentados en esta 
sección sugieren que los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal no reactivaron la 
putativa infección latente.  
 
2.C. Evaluación de los sitios de establecimiento de latencia  
 
Se estudió la distribución de antígenos y ADN viral en los tejidos propuestos como sitios de 
establecimiento de latencia de BoHV-1, provenientes de los animales infectados con los virus 
BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA. La técnica de inmunohistoquímica a partir de órganos fijados e 
incluidos en parafina permitió evaluar la infección productiva que ocurre a tiempos tempranos en 
estos órganos, previo al establecimiento del estado de latencia. Asimismo, se estudió la presencia 
de genoma viral en muestras de todos los animales infectados durante las experiencias.  
 
2.C.1. Detección de antígenos virales  
El ganglio trigémino (GT) es el sitio de latencia más importante en los alfaherpesvirus. Por 
ello se estudió la presencia de antígenos virales en los GT de los animales infectados con los virus 
BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 LA mediante la técnica de inmunohistoquímica.  
En las muestras del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA correspondientes al día 5 pi 
encontramos células no-neurales positivas mientras que las neuronas fueron negativas (Figura 8A-
C). A los 9 dpi, se observaron tanto neuronas como células no neurales con antígenos virales 
(Figura 8D-F). Asimismo, se observó un infiltrado de células mononucleares en las muestras de GT 
de ambos días (Figura 8B y E). Sin embargo, en el GT del animal infectado con la cepa BoHV-





Figura 8: Inmunohistoquímica de GT de animales infectados con BoHV-1 LA y eutanasiados a los 5 
dpi (A-C) o 9 dpi (D-F). G-I: GT de un animal infectado con la cepa BoHV-1ΔgEβgal y eutanasiado 
a los 9 dpi. Aumento: A, D y G 100x; B, E y H 400x; C, G e I 1000x. Las flechas indican cuerpos 
neuronales positivos y las puntas de flecha muestran células no neurales reactivas. Nótese en B y 
E el infiltrado de células mononucleares.  
 
 Asimismo se analizaron muestras de tonsilas de animales infectados con BoHV-1 LA o 
BoHV-1ΔgEβgal sacrificados el día 9 pi. Se encontraron células positivas en los cortes de tonsila 
del animal infectado con el virus BoHV-1 LA (Figura 9A-C) pero no en el tejido del animal infectado 








Figura 9: Inmunohistoquímica de tonsilas de animales infectados con BoHV-1 LA (A-C) o  BoHV-
1ΔgEβgal (D-F), eutanasiados a los 9 dpi. Aumento: A y D 100x; B y E 400x; C y G 1000x. Las 
flechas señalan células positivas.  
 
 En un corte de mucosa nasal del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y sacrificado al 
día 5 pi se encontró una célula morfológicamente compatible con un cuerpo neuronal positivo a la 
marcación con el anticuerpo anti-BoHV-1 (Figura 10A-C). 
 
 
Figura 10: Inmunohistoquímica de mucosa nasal de animal infectado con BoHV-1 LA, eutanasiado 
a los 9 dpi. Aumento: A 100x; B 400x; C 1000x. Las flechas señalan células positivas.  
 
 La detección de antígenos virales en GT y tonsila en los animales infectados con el virus 
BoHV-1 LA sugiere la infección de estos tejidos, de acuerdo a lo esperado para una cepa salvaje 
de BoHV-1. El hallazgo de una célula reactiva con morfología neuronal en la mucosa nasal del 
bovino eutanasiado al día 5 pi podría indicar una de las vías de acceso del virus a los sitios de 
latencia. 
 Los datos de las muestras procesadas por inmunohistoquímica sugieren que la cepa BoHV-
1ΔgEβgal no produce una infección productiva en los sitios de latencia propuestos para BoHV-1 en 







2.C.2. Detección de ADN viral 
Para profundizar el estudio del establecimiento de latencia en estos tejidos, se investigó la 
presencia de ADN viral en ganglio trigémino (GT) y tonsilas (T) mediante amplificación por PCR.  
La extracción de ADN de las muestras se confirmó en todos los casos mediante la 
amplificación por PCR de un fragmento de 250 pb del gen celular bovino gapdh (Figura 11).  
 
Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR a partir de 
ADN extraído de GT y T de animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal (calles 1-3) y BoHV-1 
LA (calles 4-7). Se observa un producto de amplificación de 246 pb correspondiente a un 
fragmento del gen gapdh bovino. Calle 8: Control negativo. M: Marcador de peso molecular.  
 
 Todas las muestras de GT provenientes de animales infectados con la cepa BoHV-
1ΔgEβgal fueron negativas para las reacciones de amplificación por PCR utilizando oligonucleótidos 
específicos para BoHV-1. Sin embargo, todas las muestras de animales infectados con la cepa 
BoHV-1 LA fueron positivas, observándose una banda específica de 390 pb correspondiente a un 
fragmento del gen gC y otra banda de 281 pb de un fragmento del gen gE  (Figura 12).  
 
 
Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR a partir de 
ADN extraído de GT de animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 LA. Para cada 
muestra, el producto de amplificación en la calle de la izquierda corresponde a un fragmento de 
390 pb del gen gC y en la calle de la derecha, a un fragmento de 281 pb del gen gE. A: GT de 
animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal. Calles 1 y 2: día 15 pi, Calles 3 y 4: día 91 pi, 
Calles 5 y 6: control positivo BoHV-1ΔgEβgal. Calles 7 y 8: control negativo. B: GT de animales 
infectados con la cepa BoHV-1 LA. Calles 1 y 2: día 9 pi, Calles 3 y 4: día 21 pi, Calles 5 y 6: día 
42 pi, Calles 7 y 8: día 91 pi, Calles 9 y 10: control positivo BoHV-1 LA. M: Marcador de peso 
molecular. 
 
La amplificación por PCR a partir de tonsilas de animales infectados la cepa BoHV-
1ΔgEβgal y eutanasiados a los días 9 y 42 pi fue negativa, mientras que las tonsilas de los 
animales infectados con BoHV-1 LA sacrificados a los 9 y 42 dpi fueron positivas. En las muestras 






Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por PCR a partir de 
ADN extraído de tonsilas de animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal y BoHV-1 LA. En las 
muestras positivas se observa un producto de amplificación que corresponde a un fragmento de 
354 pb del gen gC. Calles 1: Control positivo. Calles 2 y 3: T de animales infectados con la cepa 
BoHV-1 LA  (día 9 pi), Calle 4: T de animal infectado con la cepa BoHV-1ΔgEβgal (día 9 pi), Calle 
5: control negativo. M: Marcador de peso molecular. 
 
 Los datos de amplificación por PCR indicarían la ausencia de ADN del virus BoHV-1ΔgEβgal 
en los sitios de latencia propuestos para BoHV-1. La detección de ADN viral en las muestras de 
todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA confirma el acceso de esta cepa al GT y 
tonsilas.  
 
 Conjuntamente, los resultados de la experiencia de reactivación y el estudio de los GT y 
tonsilas sugieren que la cepa BoHV-1ΔgEβgal no alcanzaría estos sitios de latencia, y por ende, no 
establecería una infección latente. En consecuencia, la reactivación no sería posible, tal como 







3. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO in vitro  DE LA CEPA BoHV-1ΔgEβgal 
 
 Los datos obtenidos en los experimentos in vivo indican que la cepa BoHV-1∆gEǃgal se 
encuentra altamente atenuada en bovinos. Los animales infectados con esta cepa no presentaron 
excreción viral ni signos clínicos de la enfermedad. A pesar de que no siempre se encuentra una 
correlación entre las observaciones in vivo e in vitro, mediante la caracterización in vitro del virus 
BoHV-1∆gEǃgal podrían obtenerse resultados que contribuyan a comprender cuáles son los 
mecanismos alterados en este virus, ya que deficiencias en el crecimiento in vitro podrían afectar 
el comportamiento in vivo. Con fines comparativos, se estudió en simultáneo a la cepa parental 
BoHV-1 LA.  
 Asimismo, el virus BoHV-1 LA mostró ser una cepa virulenta en el bovino, con niveles de 
excreción pi similares a los reportados para otras cepas salvajes de BoHV-1. Sin embargo, los 
signos clínicos fueron moderados. En este contexto, se decidió estudiar esta cepa in vitro en 
comparación con otras cepas salvajes de BoHV-1, a fin de establecer el comportamiento de la 
misma contribuyendo al conocimiento del virus BoHV-1∆gEǃgal que fue desarrollado a partir de 
ella.  
 
3.A. Estudio del efecto citopático  
 
Para obtener información acerca del efecto citopático producido en las células infectadas 
con los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal, a fin de establecer posibles diferencias, se infectaron 
monocapas de células MDBK a una multiplicidad de infección (moi) de 1. A las 48 horas post 
infección (hpi) las células se observaron al microscopio óptico y se fotografiaron (Figura 14). 
 
 
Figura 14. Células MDBK infectadas con BoHV-1 LA (A y B) o con BoHV-1∆gEǃgal (C y D) a una 
moi de 1 y fotografiadas a las 48 hpi. A y C: 100x. B y D: 1000x  
 
Las células infectadas con el virus BoHV-1 LA evidenciaron los cambios morfológicos típicos 
de la infección por herpesvirus, mostrando la monocapa un extendido efecto citopático a las 24 




hpi. Las células se observaron de mayor tamaño, redondeadas, se tornaron refringentes, perdiendo 
la cohesión entre ellas. Se observaron grandes espacios vacíos en la monocapa (placas de lisis) 
debido al desprendimiento de las células (Figura 14A). A mayor aumento (Figura 14B) se evidenció 
la presencia de extensos y abundantes puentes intercelulares.  
En las células infectadas con la cepa BoHV-1∆gEǃgal (Figura 14C y D) el desarrollo del 
efecto citopático se encontró retrasado 24 horas respecto de la cepa LA. Las células se 
mantuvieron unidas y con tendencia a “apilarse” unas sobre otras. La presencia de puentes 
intercelulares no fue evidente y las células permanecieron sin desprenderse de la monocapa. 
Asimismo, si bien las células infectadas se volvieron redondeadas y refringentes, presentaron 
menor tamaño que las células infectadas con el virus BoHV-1 LA.  
El análisis detallado de la morfología de células MDBK infectadas, pone de manifiesto 
diferencias en el efecto citopático resultante de la acción de los virus bajo estudio. El fenotipo 
alterado de las células MDBK luego de la infección da cuenta de posibles diferencias en el 
comportamiento in vitro de ambos virus, cuyo estudio fue abordado mediante distintas estrategias, 
como se detalla a continuación. 
 
3.B. Estudio del ingreso viral a las células 
 
 Para evaluar el pegado e ingreso del virus BoHV-1∆gEǃgal a las células, con el objetivo de 
detectar posibles alteraciones en este paso del ciclo de replicación viral, se determinó su cinética 
de penetración en comparación con la de la cepa BoHV-1 LA (Figura 15).  
 
Figura 15. Cinética de penetración de los virus BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA. El pegado de virus a 
las células se sincronizó mediante incubación a 4oC. La penetración se realizó a 37oC. A diferentes 
tiempos  Las partículas virales que no penetraron fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH 
ácido y se cubrieron con un medio semisólido. Se grafica el cociente entre la cantidad de placas de 
lisis por pocillo tratadas con pH ácido y tratadas con PBS a cada tiempo. Las barras de error 





Este experimento muestra que no habría diferencias en la tasa de penetración entre el 
virus BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA en células MDBK, indicando que las variaciones en el ciclo 
replicativo del virus BoHV-1∆gEǃgal no estarían relacionadas con diferencias en la capacidad de 
infección mediante adsorción a las células.  
 
3.C. Estudio del pasaje célula a célula  
 
3.C.1 Cinética de crecimiento de múltiples pasos  
Para estudiar la replicación de la cepa BoHV-1∆gEǃgal en relación al virus parental BoHV-1 
LA, se determinaron las cinéticas de crecimiento de múltiples pasos para ambos virus en medio 
líquido. La moi utilizada fue de 0,1, permitiendo evaluar la dispersión del virus desde las células 
infectadas a las células vecinas.  
Mediante el análisis de la fracción extracelular se detectó hasta 150 veces menos partículas 
virales infectivas para el virus BoHV-1∆gEǃgal que para el BoHV-1 LA (102,925 y 105,075 DICT50/ml 
para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA respectivamente a las 24 hpi) durante todo el período ensayado. 
Recién a las 72 hpi ambos virus alcanzaron los mismos títulos (107,75 y 107,95 DICT50/ml para BoHV-
1∆gEǃgal y BoHV-1 LA, respectivamente) (Figura 16A).  
La producción de partículas virales medida en la fracción intracelular se demoró en la cepa 
BoHV-1∆gEǃgal respecto de la cepa LA, registrándose entre 10 y 100 veces menos virus infeccioso 
entre las 3 y las 36 hpi (100,35 y 102,25 DICT50/ml para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA, 
respectivamente a las 6 hpi). A las 36 hpi los títulos de ambos virus se igualaron (107,65 y 107,6 
DICT50/ml para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA, respectivamente) y permanecieron así hasta las 72 
hpi, manteniendo el virus BoHV-1∆gEǃgal un valor de 107,65 DICT50/ml mientras que el virus BoHV-
1 LA disminuyó a 107,125 DICT50/ml (Figura 16B).  
Comparando ambas curvas se observó que a partir del momento en que la producción viral 
se equiparó entre ambas cepas (36 hpi) persiste aún una diferencia significativa en el título de 
partículas virales infectivas en el espacio extracelular (105,57 y 107,45 DICT50/ml para BoHV-




Figura 16. Cinética de múltiples pasos del virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal. Las partículas virales 
que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH ácido. A las 
distintas hpi indicadas se tomaron alícuotas de la fracción extracelular (A) e intracelular (B). El 
título viral de cada fracción se determinó mediante titulación en células MDBK y están expresados 
como log10DICT50/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvíos estándar correspondientes 
a cuatro experimentos. 
 
El egreso de partículas virales infectivas al espacio extracelular se graficó en una curva de 
egreso viral, donde se establecieron los porcentaje de salida del virus de las células en relación a la 
cantidad de virus total producido (Figura 17). Independientemente de la producción viral total, la 
proporción de partículas que salen al espacio extracelular es menor para el virus BoHV-1∆gEǃgal 
que para el virus LA, en todos los tiempos ensayados, siendo más pronunciada esta diferencia 
hasta las 24 hpi (0% y 26% de salida para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA, respectivamente a las 12 
hpi).  
 
Figura 17. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal. Cada punto representa el 
cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus del 






Con el objetivo de determinar si la cinética de crecimiento de la cepa BoHV-1 LA es 
comparable a la de otras cepas salvaje de BoHV-1, se realizó el ensayo de cinética de replicación 
utilizando dicho virus  y la cepa de referencia BoHV-1 Colorado (Cooper) (Figura 18). 
Las títulos correspondientes a la fracción extracelular (Figura 18A) e intracelular (Figura 
18B) fueron similares entre ambos virus. Los valores máximos alcanzados en la fracción 
extracelular fueron 107,375 DICT50/ml a las 48 hpi y 107,55 DICT50/ml a las 36 hpi, mientras que en la 
fracción intracelular fueron de 108 DICT50/ml a las 36 hpi y 107,45 DICT50/ml a las 24 hpi, para los 
virus BoHV-1 LA y Colorado respectivamente. No se encontraron diferencias en los títulos finales 
alcanzados entre ambos virus (107,375±0,3 DICT50/ml y 106,825±0,6 DICT50/ml en la fracción 
extracelular y  107,9±0,5 DICT50/ml y 107,175±0,4 DICT50/ml en la fracción intracelular para los virus 
BoHV-1 LA y Colorado, respectivamente) 
La detección de virus infeccioso en la fracción extracelular comenzó a las 12 hpi para 
ambos virus, siendo menor para BoHV-1 LA que para BoHV-1 Colorado (102,2 y 103,05 DICT50/ml, 
respectivamente). Sin embargo, a partir de ese punto y hasta el final del ensayo, los valores fueron 
similares. 
La producción de partículas virales infectivas medidas en la fracción intracelular se detectó 
desde las 3 hpi para el virus BoHV-1 LA (101,7 DICT50/ml) mientras que para BoHV-1 Colorado 
comenzó a las 6 hpi, pero con un título igual al que presentó BoHV-1 LA en ese tiempo (103,4 y 




Figura 18. Cinética de múltiples pasos del virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Las partículas 
virales que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH ácido. A 
las distintas hpi indicadas se tomaron alícuotas de la fracción extracelular (A) e intracelular (B). El 
título viral de cada fracción se determinó mediante titulación en células MDBK y están expresados 
como log10DICT50/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvíos estándar correspondientes 







Los porcentajes de liberación fueron similares para ambos virus a lo largo de todos los 
tiempos ensayados, con valores máximos entre 46 y 52% entre las 36 y 48 hpi (Figura 19). 
 
 
Figura 19. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Cada punto representa 
el cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus 
del espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.  
 
De estos resultados se desprende que el comportamiento de la cepa BoHV-1 LA no difiere 
del de otra cepa de referencia de BoHV-1 (Colorado) extensamente estudiada. De esta forma, las 
diferencias encontradas entre BoHV-1 LA y el virus BoHV-1∆gEǃgal son parte del fenotipo alterado 
de la cepa deleteada. En conclusión, se produce una menor liberación de partículas virales al 
espacio extracelular y el pasaje célula a célula está comprometido en la cepa BoHV-1∆gEǃgal. 
 
3.C.2. Ensayo de tamaño de placas de infección  
Para estudiar fenotípicamente la posible dificultad en el pasaje célula a célula del virus 
BoHV-1∆gEǃgal, detectada en el ensayo de cinética de replicación de múltiples pasos, se 
analizaron las placas generadas por la infección de células con los virus BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 
LA y para obtener datos de sus tamaños. 
Para estudiar el pasaje célula a célula, se utilizaron monocapas de células MDBK y un 
medio semisólido, con el fin de obstaculizar la difusión viral, dificultando la liberación de viriones al 
medio y su adsorción a las células vecinas no infectadas. A las 72 hpi las células se fijaron, se 
marcaron con un conjugado policlonal anti-BoHV-1 y se fotografiaron bajo un microscopio de 
epifluorescencia (Figura 20).  
La morfología de las áreas de infección fue distinta entre ambos virus. Las placas inducidas 
por el virus BoHV-1∆gEǃgal (Figura 20B) fueron marcadamente de menor tamaño que las 
resultantes de la infección por BoHV-1 LA, y se observó que en el centro de las mismas no hubo 















Figura 20. Placas de infección producidas por la infección con el virus BoHV-1 LA (A) y BoHV-
1∆gEǃgal (B) sobre células MDBK. Luego de la infección, las células se incubaron bajo un medio 
semisólido. A las 72 hpi se fijaron y marcaron con un conjugado policlonal anti-BoHV-1.  
 
Seguidamente, las placas reactivas (como medida de la infección) se midieron y se 
calcularon las áreas medias de infección utilizando un software de análisis de imágenes. Los 
valores para la cepa BoHV-1 LA se establecieron como el 100% y las áreas medias para el virus 
BoHV-1∆gEǃgal se expresaron respecto a este valor. 
 Se observó una reducción en el área de infección del 72% para el virus BoHV-1∆gEǃgal. 
Es decir que este virus forma placas que contienen sólo un 28% de células respecto del número de 
células involucradas en las placas de infección inducidas por el virus parental (Figura 21). 
 
Figura 21. Tamaño de placa de infección relativo de la cepa BoHV-1∆gEǃgal. Las áreas medias de 
las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron como el 100%. Las barras de error 
indican el desvío estándar correspondiente a 20 placas.  
 
Las placas de infección inducidas por el virus BoHV-1∆gEǃgal son marcadamente menores 


































observada en las placas inducidas por el virus parental. Estos resultados demuestran una menor 
diseminación mediante transmisión de célula a célula del virus BoHV-1∆gEǃgal.  
 
3.D. Estudio del egreso viral 
3.D.1. Ensayo de tamaños de placas de lisis  
En las imágenes anteriores se observó que las áreas de lisis producidas por el virus BoHV-
1∆gEǃgal son mucho menores que las producidas por el virus parental (Figura 20). Para estudiar 
cuantitativamente estas diferencias y evaluar las propiedades líticas de del virus BoHV-1∆gEǃgal, 
asociado al egreso viral de las células, se analizaron las placas de lisis generadas por la infección 
de células con los virus BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA.  
 Se utilizaron monocapas de células MDBK y un medio semisólido. A las 72 hpi las células 
se fijaron, se colorearon y se fotografiaron bajo un microscopio óptico. Se observó que la 
morfología de las áreas de lisis fue muy distinta entre ambos virus (Figura 22). El tamaño de las 
placas inducidas por el virus BoHV-1∆gEǃgal (Figura 22B) fue marcadamente menor que el 
resultante de la infección por BoHV-1 LA. Asimismo, las placas formadas por el primero no 













Figura 22. Placas de lisis producidas por el virus BoHV-1 LA (A) y BoHV-1∆gEǃgal (B) sobre células 
MDBK. Luego de la infección, las células se incubaron bajo un medio semisólido. A las 72 hpi se 
fijaron y se tiñeron con cristal violeta.  
 
Finalmente, se midieron las áreas de lisis y se calcularon las superficies medias como se 
indicó en el ensayo anterior. Las áreas contenidas en cada perímetro se obtuvieron mediante el 
uso de un sistema de análisis de imágenes. Este método permite la medición exacta de las áreas, 
incluso en los casos en que las placas presentan formas irregulares. El tamaño de placa producida 
por la cepa BoHV-1 LA fue consistentemente mayor que el tamaño inducido por la cepa BoHV-







Figura 23. Tamaño de placa de lisis de la cepa BoHV-1∆gEǃgal relativos a la cepa BoHV-1 LA. Las 
áreas medias de las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron como el 100%. Las 
barras de error indican el desvío estándar correspondiente a 60 placas. 
  
Con el objetivo de estudiar si la disminución en las áreas de lisis observada en las células 
infectadas con el virus BoHV-1∆gEǃgal está asociada a la deleción del gen gE, se realizó el mismo 
ensayo utilizando una cepa recombinante con deleción del gen gE, denominada Difivac. Asimismo, 
se incluyó en el análisis al virus salvaje BoHV-1 Lam para establecer si el comportamiento del 
mismo es comparable al de la cepa BoHV-1 LA. 
Al observar la morfología de las placas de lisis producidas por los virus BoHV-1 Lam y 
Difivac se apreció una menor diferencia entre ellos (Figura 24) que la observada entre BoHV-1 LA y 
BoHV-1∆gEǃgal (Figura 22). 
 
 
Figura 24. Placas de lisis producidas por el virus BoHV-1 Lam (A) y Difivac (B) sobre células MDBK. 
Luego de la infección, las células se incubaron bajo un medio semisólido. A las 72 hpi se fijaron y 
































 Al comparar los datos de los cuatro virus se observó que ambas cepas salvajes producen 
placas de tamaños similares y de mayor tamaño que las producidas por los virus con deleciones en 
el gen gE, siendo más variables las correspondientes al virus BoHV-1 Lam. En cuanto a las cepas 
con deleciones en el gen gE, se observó que las placas producidas por la cepa BoHV-1∆gEǃgal son 
7,5 veces menores que las producidas por la cepa Difivac (Figura 25). 
 
Figura 25. Tamaño de placa de lisis de la cepa BoHV-1∆gEǃgal, BoHV-1 Lam y Difivac relativos a la 
cepa BoHV-1 LA. Las áreas medias de las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron 
como el 100%. Las barras de error indican el desvío estándar correspondiente a 60 placas. 
 
Respecto al virus BoHV-1 LA, la comparación de los resultados obtenidos con la cepa Lam 
permite concluir que la capacidad de producir placas de lisis y su tamaño es el esperado para una 
cepa salvaje de BoHV-1. Sin embargo, la diferencia entre las cepas deleteadas fue significativa y 
refleja una alteración en el comportamiento de la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
Al analizar los resultados de los ensayos de tamaños de placas se observó que la diferencia 
entre BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal es mayor en el caso de las placas de lisis (Figura 23) que en las 
placas de infección (Figura 21). Por lo tanto, además del pasaje célula a célula, la capacidad lítica 
en el virus BoHV-1∆gEǃgal se encuentra alterada. Dado que esta propiedad se encuentra vinculada 
al egreso de los viriones de las células, se realizaron ensayos de cinética de un paso para abordar 
este aspecto. 
 
3.D.2. Cinética de crecimiento de un paso  
El estudio de la salida de virus de las células de la cepa BoHV-1∆gEǃgal se realizó 
mediante el establecimiento de su cinética de replicación de un único paso y la comparación con la 
cepa BoHV-1 LA. Para ello se infectaron células MDBK con una moi de 5, lo cual garantiza que se 
produzca la infección viral de todas las células con el inóculo viral. Esto permite evaluar tanto la 
producción viral como la salida de virus de la célula, mientras que las diferencias en el pasaje 



































Al analizar la fracción extracelular de las células infectadas con el virus BoHV-1∆gEǃgal se 
observó un retraso en la aparición de partículas virales, que comenzaron a detectarse a las 9 hpi 
con un título de 100,175 DICT50/ml, mientras que para el virus BoHV-1 LA se detectó virus infeccioso 
desde las 3 hpi. Asimismo, se encontraron hasta 140 veces menos partículas virales infectivas del 
virus BoHV-1∆gEǃgal que de BoHV-1 LA durante el período ensayado (104,8 y 106,15 DICT50/ml para 
BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA, respectivamente a las 18 hpi). Esta diferencia se mantuvo a lo largo 
del tiempo, alcanzando el virus deleteado títulos menores que la cepa parental (105,725 y 106,725 
DICT50/ml para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA respectivamente) (Figura 26A).  
La producción viral de la cepa BoHV-1∆gEǃgal, medida en la fracción intracelular, se 
observó un retraso en el tiempo ya que se detectaron hasta 1800 veces más partículas virales 
hasta las 12 hpi (100,6 y 103,875 DICT50/ml para las cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA 
respectivamente a las 6 hpi). A las 12 hpi los títulos de ambos virus se igualaron (106,775 y 107,125 
DICT50/ml para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA respectivamente) y permanecieron así hasta las 24 
hpi, alcanzando finalmente valores de 107,66 y 107,3 DICT50/ml para la cepa BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-
1 LA respectivamente (Figura 26B). 
El análisis de los gráficos correspondientes a ambas fracciones indica que la menor 
cantidad de partículas infectivas en la fracción intracelular de las células infectadas con la cepa 
BoHV-1∆gEǃgal, en comparación con la cepa BoHV-1 LA entre las 3 y las 12 hpi, no se 
correspondió con un aumento en la fracción extracelular, ya que ésta fue también menor para 
BoHV-1∆gEǃgal durante ese intervalo. Asimismo, a partir de las 12 hpi, cuando la producción 
intracelular de la cepa BoHV-1∆gEǃgal alcanzó la de su parental, y hasta el último tiempo 
ensayado, se detectó una menor cantidad de partículas virales infectivas en la fracción extracelular 
para el virus BoHV-1∆gEǃgal (102,9 y 104 DICT50/ml para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA 
respectivamente a las 12 hpi). 
 
Figura 26. Cinética de un único paso del virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal. Las partículas virales 
que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH ácido. A  las 
distintas hpi indicadas se tomaron alícuotas de la fracción extracelular (A) e intracelular (B). El 
título viral de cada fracción se determinó mediante titulación en células MDBK y están expresados 
como log10DICT50/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvíos estándar correspondientes 
a cuatro experimentos. 





El egreso de partículas virales infectivas al espacio extracelular se graficó en una curva de 
salida viral, donde se establecieron los porcentajes de salida de virus de las células en relación a la 
cantidad de virus total producido (Figura 27). Independientemente de la producción viral total, la 
proporción de partículas que salen al espacio extracelular fue menor para el virus BoHV-1∆gEǃgal 
en todos los tiempos ensayados, siendo esta diferencia más pronunciada hasta las 12 hpi (5% y 
28% para BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA respectivamente a las 9 hpi).  
 
Figura 27. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal. Cada punto representa el 
cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus del 
espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.  
 
Con el objetivo de determinar si la cinética de replicación de un único paso de la cepa 
BoHV-1 LA es equivalente a la de otras cepas salvajes de BoHV-1, se realizó el mismo ensayo 
utilizando la cepa BoHV-1 LA y la cepa de referencia BoHV-1 Colorado (Cooper) (Figura 28). 
Los valores máximos alcanzados en la fracción extracelular (Figura 14A) fueron 106,375 
DICT50/ml y 106,225 DICT50/ml a las 24 hpi, mientras que en la intracelular (Figura 28B) fueron de 
108 DICT50/ml a las 18 hpi y 107,3 DICT50/ml a las 24 hpi, para los virus BoHV-1 LA y Colorado, 
respectivamente.  
Ambas cepas de referencia se comportaron de manera similar, con diferencias entre las 15 
y 18 hpi, donde se detectaron 10 veces más partículas infectivas de virus LA en la fracción 
intracelular que para la cepa Colorado (107,95 DICT50/ml y 107 DICT50/ml, respectivamente) (Figura 
14A). Esta diferencia también se observó en la fracción extracelular (106,225 DICT50/ml y 105,325 
DICT50/ml, para BoHV-1 LA y Colorado, respectivamente) (Figura 28B).  
No se observaron diferencias en los títulos finales alcanzados en las dos fracciones 
estudiadas de ambos virus (106,325±0,3 DICT50/ml y 106,225±0,15 DICT50/ml en la fracción extracelular 






Figura 28. Cinética de un único paso de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Las partículas 
virales que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH ácido. A  
las distintas hpi indicadas se tomaron alícuotas de la fracción extracelular (A) e intracelular (B). El 
título viral de cada fracción se determinó mediante titulación en células MDBK y están expresados 
como log10DICT50/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvíos estándar correspondientes 
a cuatro experimentos. 
 
A pesar de las diferencias encontradas a las 12 y 15 hpi entre las cepas salvajes en ambas 
fracciones, los porcentajes de liberación fueron similares para BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado a lo 
largo de todo el ensayo, alcanzándose valores máximos de alrededor del 45% a las 24 hpi (Figura 
29). 
 
Figura 29. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Cada punto representa 
el cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus 
del espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.  
 




Estos datos muestran que la cepa BoHV-1 LA se comporta de manera similar a otras cepas 
salvajes. Respecto a la cepa BoHV-1∆gEǃgal los resultados sugieren que, además del retraso en la 
producción de partículas virales infectivas, la salida de virus de la célula se encuentra 
marcadamente alterada.  
 
3.D.3. Ensayos ultraestructurales  
 Para evaluar fenotípicamente la dificultad en la salida de viriones en el virus BoHV-
1∆gEǃgal se infectaron células MDBK con BoHV-1∆gEǃgal o BoHV-1 LA a una moi de 10, se 
incubaron durante 16 horas, se procesaron y observaron al microscopio electrónico de transmisión. 
Los estudios ultraestructurales muestran que, en las células infectadas con el virus BoHV-
1∆gEǃgal, se producen acúmulos de partículas compatibles en tamaño y morfología con cápsides 
virales en el núcleo celular (figura 30 A-D). Estos agregados se encuentran asociados a un material 
electrodenso. En contraste, las microfotografías de las células infectadas con el virus BoHV-1 LA no 
evidencian la presencia de dichas estructuras.  
 
Estos resultados sugieren que, en el ciclo de replicación del virus BoHV-1∆gEǃgal, algún 
mecanismo de morfogénesis viral se encuentra alterado, produciendo la retención de cápsides en 
el núcleo de la célula.  
 
En resumen, los datos del estudio in vitro de la cepa BoHV-1∆gEǃgal sugieren que el 
pasaje célula a célula está comprometido, así como la capacidad lítica. Además hay un retraso en 
la producción de partículas virales infectivas y en la salida de virus de la célula, mientras que en el 
ciclo de replicación la alteración en algún mecanismo de morfogénesis viral produce la retención de 
cápsides en el núcleo de la célula. Por otra parte, los resultados obtenidos respecto a la cepa 
BoHV-1 LA indicarían que el comportamiento in vitro de la cepa parental de BoHV-1∆gEǃgal no 
difiere del de otras cepas de referencia de BoHV-1. Por lo tanto, las alteraciones encontradas en la 


























































Figura 30. Microscopía electrónica. Microfotografías de células MDBK infectadas con BoHV-
1∆gEǃgal (A-D) y BoHV-1 LA (E y F) y analizadas 16 hpi. Las barras representan 500 nm en los 
cuadros A, B, C y E y 200 nm en D y F. N: núcleo. Las flechas indican los agregados de partículas 













4. CARACTERIZACIÓN GENÓMICA DEL VIRUS BoHV-1ΔgEβgal 
 
Para determinar si las propiedades biológicas observadas en el virus BoHV-1∆gEǃgal se 
debían sólo a la falta de expresión de la glicoproteína E se decidió obtener el virus revertante. Para 
ello se realizaron tres intentos (por recombinación homóloga entre ADN genómico viral y un vector 
de transferencia portando el gen gE), que resultaron infructuosos ya que se obtuvieron virus que 
no expresaban el gen marcador lac z pero que sin embargo no poseían el gen de interés (gen gE) 
según se determinó por amplificación por PCR y Southern blot (resultados no mostrados). Por ello 




4.A. Análisis de la zona de recombinación del genoma de BoHV-1ΔgEβgal 
 
 La cepa BoHV-1∆gEǃgal se originó a partir de un evento de recombinación homóloga entre 
el genoma del virus BoHV-1 LA y el vector de recombinación construido con las secuencias 
flanqueantes al gen gE y el casette de expresión para el gen lac z (Puntel, 2002a).  Con el objetivo 
de identificar si se produjeron otros cambios en la zona de recombinación, se realizó la 
secuenciación directa sobre el genoma viral de las regiones cercanas al sitio de recombinación. Se 
secuenció cada región en tres ensayos independientes y se analizaron las zonas flanqueantes al 
gen gE de BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA utilizando oligonucleótidos específicos y ADN genómico 
viral de ambas cepas como templado. 
  Tanto en la zona correspondiente al extremo 5’ como a la del 3’ del gen gE no se 
observaron cambios en la secuencia del virus BoHV-1∆gEǃgal (Figura 31). De acuerdo a lo 
esperado, se identificaron 11 y 58 nucleótidos remanentes del gen gE río abajo y arriba con 
respecto al codón de inicio y terminación de la transcripción, respectivamente (Recuadro rojo. 
Figura 31A y B, respectivamente). Asimismo se verificó la introducción, producto de la 
amplificación con oligonucleótidos degenerados, de cambios en la secuencia (Recuadro azul. Figura 
31A y B, respectivamente) y se corroboró la presencia del inicio y terminación del cassette de 
expresión para lac z (Recuadro verde. Figura 31A y B, respectivamente).     
 Los datos de la secuenciación de las zonas de recombinación sugieren que la 
recombinación homóloga se produjo en las zonas esperadas de acuerdo al diseño del vector de 
transferencia y que el intercambio alélico (entre le gen gE y el gen lac z) no produjo cambios en 




                     126201                                      126250 
BoHV-1 GB (123342)   GTTTAGGGACCCGCTTGAAGACGATGCCGCGCCAGCGCGGACCCCGGCCG 
LA rv2 rc (281)      GNNTAGGGACCCGNNNGAAGANGATGCCGCGCCANNGCGGACCCCNNCCG 
∆gE rv2 rc (300)     GAGGTGTGGGAGGTTTTTTCGGATCCTCTAGAGTCGACNGATCCCGGCCG 
∆gE teorica (126189) GAGGTGTGGGAGGTTTTTTCGGATCCTCTAGAGTCGACCGATCCCGGCCG 
 
                     126251                                      126300 
BoHV-1 GB (123392)   CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGCTAG 
LA rv2 rc (331)      CACCAGANTACACCGTGGTAGCAGCGCGANTCAAGTCCATCCTCCGGTAG 
∆gE rv2 rc (347)     CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGNTAG 
∆gE teorica (126236) CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGCTAG 
 
                     126301                                      126350 
BoHV-1 GB (123442)   GCGCCCCCCCCCCC-GCGCGCTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCCGCGTG 
LA rv2 rc (381)      GCGCCCCCCCCCCCCGCGCGCTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCCGCGTG 
∆gE rv2 rc (397)     GCGCCCCNCCNCCC-GCGCGNTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCNGCGNG 
∆gE teorica (126286) GCGCCCCCCCCCCC-GCGCGCTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCCGCGTG 
 
                     126351                                      126400 
BoHV-1 GB (123491)   TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT 
LA rv2 rc (431)      TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT 
∆gE rv2 rc (446)     TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGNTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT 
∆gE teorica (126335) TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT 
 
                     126401                                      126450 
BoHV-1 GB (123541)   CGAAGGCATGGAGAGTCCACGCAGCGTCGTCAACGAAAACTATCGAGGCG 
LA rv2 rc (481)      CGAAGGCATGGAGAGTCCACGCAGCGTCGTCAACGAAAACTATCGAGGCG 
∆gE rv2 rc (496)     NGAAGGCATGGAGAGTNCNNNCAGCGTCGTCAACGAAAACTATNGAGGCG 
∆gE teorica (126385) CGAAGGCATGGAGAGTCCACGCAGCGTCGTCAACGAAAACTATCGAGGCG 
                     121601                                      121650 
BoHV-1 GB (121600)   GGCTCGTGGTTCCACACCGCGCCGGAGAACCAGCGCGAGCTTCGCTGCGT 
LA fw2 (128)         GGCTCGTGGTTCCACACCGCGCCGGAGAACCAGCGCGAGCTTCNCTGCGT 
∆gE fw2 (99)         GGCTCGTGGTTCCACACCGCGCCGGANAACCAGCGCGAGCTTCNCTGCGT 
∆gE teorica (121600) GGCTCGTGGTTCCACACCGCGCCGGAGAACCAGCGCGAGCTTCGCTGCGT 
 
                     121651                                      121700 
BoHV-1 GB (121650)   GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA 
LA fw2 (178)         GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA 
∆gE fw2 (149)        GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA 
∆gE teorica (121650) GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA 
                 
                     121701                                      121750 
BoHV-1 GB (121700)   AAGGGCATTTGGCAATGCAACCCACCGCGCCGCCCCGGCGGCGGTTGCTG 
LA fw2 (228)         AAGGGCATTTGGCAATGCAACCCACCGCGCCGCCCCGGCGGCGGTTGCTG 
∆gE fw2 (199)        AAGGGCATTTGGCAATGCAACCCACGGATCGGTCGTTACATAACTTACGG 
∆gE teorica (121700) AAGGGCATTTGGCAATGCAACCCACGGATCGGTCGTTACATAACTTACGG 
                      
                     121751                                      121800 
BoHV-1 GB (121750)   CCGCTGCTGCTGCCGCAGTTATTGCTTTTCGGGCTGATGGCCGAGGCCAA 
LA fw2 (272)         CCGCTGCTGCTGCCGCAGTTATTGCTTTTCGGGCTGATGGCCGAGGCCAA 
∆gE fw2 (249)        TAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA 





























Figura 31: Comparación de las secuencias nucleotídicas del extremo 5’ (A) y 3’ (B) del gen gE  de 
los virus BoHV-1 LA (LA) y BoHV-1∆gEǃal (∆gE), y su alineamiento con la secuencia de BoHV-1 del 
GenBank (número de acceso: NC_001847.1) (BoHV-1 GB) y la secuencia teórica de virus BoHV-
1∆gEǃal (∆gE teórica). Recuadro rojo: extremos del gen gE. Recuadro verde: extremos del 






4.B. Mapeo del genoma de BoHV-1ΔgEβgal mediante secuenciación de 
productos de amplificación por PCR 
 
Mediante la amplificación por PCR de pequeños fragmentos de genes definidos, separados 
aproximadamente por 8-15 kpb, y la secuenciación de los mismos, se realizó un mapeo 
exploratorio del genoma de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal con el fin de determinar la 
existencia de mutaciones simples a largo del genoma.  
Se amplificaron por PCR fragmentos correspondientes a los genes US6, UL11, UL27, UL29, 
UL31, UL34, UL36, UL40, UL41, UL43 y UL57 de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal utilizando 
ADN genómico viral como templado y oligonucleótidos específicos. Los amplicones obtenidos se 
resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa y luego se purificaron.   
Las secuencias nucleotídicas obtenidas luego de la secuenciación automática de ambas 
hebras fueron alineadas utilizando el programa Vector NTI. Un ejemplo de esto se muestra en la 
Figura 32.  
 
                 1                                               50 
  UL40 LA    (1) GCAGCTGGATAGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCA 
 UL40 ∆gE    (1) GCAGCTGGATAGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCA 
                 51                                             100 
  UL40 LA   (51) GAAATAGCCTCCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCA 
 UL40 ∆gE   (51) GAAATAGCCTCCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCA 
                 101                                            150 
  UL40 LA  (101) AATAAACTCGCGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGC 
 UL40 ∆gE  (101) AATAAACTCGCGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGC 
                 151                                            200 
  UL40 LA  (151) GGGCCGGCGGCGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCAC 
 UL40 ∆gE  (151) GGGCCGGCGGCGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCAC 
                 201                                            250 
  UL40 LA  (201) GACGCGGCCGTGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTG 
 UL40 ∆gE  (201) GACGCGGCCGTGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTG 
                 251                                            300 
  UL40 LA  (251) GCACGTCACGACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAA 
 UL40 ∆gE  (251) GCACGTCACGACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAA 
                 301                 323 
  UL40 LA  (301) ACGAGGAGGAGAAAAAAATGCCC 
 UL40 ∆gE  (301) ACGAGGAGGAGAAAAAAATGCCC 
Figura 32: Comparación de la secuencia nucleotídica de un fragmento del gen UL40 de los virus 






Asimismo, se calculó para cada fragmento el porcentaje de identidad utilizando la siguiente 
fórmula: 
                                              Número de nucleótidos idénticos 
Porcentaje de identidad (%) =  -----------------------------------------  X 100 
                                              Número de nucleótidos resueltos  
 
 
De este modo, al comparar los distintos fragmentos de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-
1∆gEǃgal se observó que el porcentaje de identidad a nivel de nucleótidos fue del 100% en todos 
los casos (Tabla 10). Estos resultados muestran que las secuencias nucleotídicas de los fragmentos 
secuenciados para ambas cepas son idénticas y no se encontraron cambios entre la cepa BoHV-















UL52 6413 - 6636 224 223 1 100 
UL43 18230 - 18433 205 204 1 100 
UL41 21069 - 21306 238 237 1 100 
UL40 22691 - 23010 323 323 0 100 
UL36 31188 - 31474 287 287 0 100 
UL34 41252 - 41764 235 235 0 100 
UL31 44410 - 44564 155 154 1 100 
UL30 46579 - 47495 914 907 7 100 
UL29 49277 - 49506 226 226 0 100 
UL27 56631 - 55954 678 677 1 100 
UL11 84521 - 84191 332 332 0 100 
US6 119013 - 119607 595 592 3 100 
 
* Posición del fragmento amplificado en el genoma de BoHV-1 basados en las secuencias disponibles en GenBank (acceso: 
NC_001847). 
 
Tabla 10: Porcentaje de identidad nucleotídica entre las secuencias de los fragmentos amplificados 
a partir de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal.  
  
 
Las secuencias obtenidas a partir de la cepa BoHV-1 LA se compararon con la única 
secuencia genómica de BoHV-1 publicada (NCBI Reference Sequence: NC_001847.1), realizada a 
partir de cinco cepas de BoHV-1: K22, Cooper, P8-2, 34 y Jura (Figura 33). Como ejemplo, se 
muestra el alineamiento correspondiente al fragmento del gen UL40 (Figura 32). De la misma 
manera se analizaron las secuencias de todos los fragmentos amplificados. De este modo, se 
identificaron las diferencias y se calcularon los porcentajes de identidad para las secuencias 






                 22651                                        22700 
BoHV-1 GB(22651) GGAAAATCGGTCCCAGGAGGCGGGGTGCCAAACAGAGGAGGCAGCTGGAT 
UL40 LA      (1) ----------------------------------------GCAGCTGGAT 
                 22701                                        22750 
BoHV-1 GB(22701) AGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCGACGTACGCAGAAATAGCCT 
UL40 LA     (11) AGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCAGAAATAGCCT 
                 22751                                        22800 
BoHV-1 GB(22751) CCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCA--ACCAAATAAACTCG 
UL40 LA     (61) CCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCAAATAAACTCG 
                 22801                                        22850 
BoHV-1 GB(22799) CGCTCAATTTCCAC-GCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGCGGGCCGGCGG 
UL40 LA    (111) CGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGCGGGCCGGCGG 
                 22851                                        22900 
BoHV-1 GB(22848) CGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTCGAAGATGCAGCACGACGCGGCCG 
UL40 LA    (161) CGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCACGACGCGGCCG 
 
                 22901                                        22950 
BoHV-1 GB(22898) TGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTGGCACGTCACG 
UL40 LA    (211) TGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTGGCACGTCACG 
                 22951                                        23000 
BoHV-1 GB(22948) ACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAAACGAGGAGGA 
UL40 LA    (261) ACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAAACGAGGAGGA 
                 23001                                        23050 
BoHV-1 GB(22998) GAAAAAAATGCCCTCGATTAGAATCATGAGCACGTACTTTTCGGCCACCG 
UL40 LA    (311) GAAAAAAATGCCC------------------------------------- 
 
Figura 33: Comparación de la secuencia nucleotídica de un fragmento del gen UL40 obtenida en el 


















Tabla 11: Porcentajes de identidad (% identidad) para los fragmentos amplificados a partir de 
BoHV-1 LA en relación a la secuencia publicada de BoHV-1 (NC_001847.1). 
 
Estos resultados muestran que las regiones secuenciadas, distribuidas al azar a lo largo del 
genoma, se encuentran conservadas entre la cepa BoHV-1 LA y la secuencia de BoHV-1 publicada. 
Asimismo, esto sugeriría que la cepa BoHV-1 LA presenta un alto grado de homología con las 





4.C. Análisis de los patrones de restricción del genoma de BoHV-1ΔgEβgal 
 
 El estudio de la variabilidad genética del virus BoHV-1∆gEǃgal se continuó mediante el 
análisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP, Restriction Fragments 
Length Polymorphism). Para esto, el ADN genómico de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal se 
digirió, separadamente, con nueve endonucleasas de restricción diferentes y se analizó el patrón 
de bandas obtenido luego de la electroforesis en geles de agarosa (Figura 34). Considerando que 
la enzima HindIII se utiliza en la subtipificación de BoHV-1, resultó de interés corroborar el patrón 
obtenido luego de la digestión del genoma de BoHV-1∆gEǃgal. Por ello, se incluyó en el análisis a 
la enzima HindIII debido a que el gen gE presenta un sitio de corte para dicha enzima, el cual se 
perdería en el virus BoHV-1∆gEǃgal, generando un nuevo patrón de fragmentos.  
 Los patrones de restricción obtenidos para la cepa BoHV-1 LA fueron comparados con los 
esperados, que se calcularon mediante análisis in silico de la secuencia publicada de BoHV-1. Del 
mismo modo, los fragmentos producto de las digestiones del virus BoHV-1∆gEǃgal se analizaron 
por comparación con el patrón esperado, establecido considerando los cambios introducidos en el 
genoma. En la figura 35 se esquematizaron las calles en las cuales se verificaron diferencias con 
los patrones esperados y se identificaron las diferencias encontradas, las cuales fueron 






















Figura 34: Fragmentos de restricción de los genomas de BoHV-1 LA (calles 1, 3, 5, 7, 9, 13, 15 y 
17) y BoHV-1∆gEǃgal (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18). Las cepas fueron digeridas con AvrII 
(1 y 2), HindIII (3 y 4), BamHI (5 y 6), StuI (7 y 8), DraI (9 y 10), KpnI (11 y 12), BglII (13 y 14), 
SphI (15 y 16) y EcoRI (17 y 18). B: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). A: 
Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindIII (Promega). A la izquierda se muestra la 
fotografía tomada bajo luz UV del gel de agarosa teñido con bromuro de etidio (BrEt) y a la 










Figura 35. Esquema de los patrones de restricción esperados y obtenidos. Las leyendas sobre las 
calles hacen referencia a las mismas de la Figura 4. Para cada digestión se esquematizó el patrón 
esperado obtenido in silico (izquierda) y el obtenido en el gel de la Figura 4 (derecha).       
          Presencia de banda no esperada. * Ausencia de banda no esperada. * Ausencia de banda 
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 Los patrones correspondientes a las digestiones con las enzimas  BglII, EcoRI y HindIII son 
iguales a los esperados para ambos virus. La digestión con HindIII resulta de importancia ya que 
es la enzima que se utiliza en la subtipificación de BoHV-1 y de acuerdo a lo esperado se observa 
la desaparición de un fragmento de 8,2 Kbp  y de otro de 12,4 Kbp para el virus BoHV-1∆gEǃgal. 
La zona por encima de 12 Kbp no se logró resolver en la fotografía del gel; lo mismo ocurre en el 
caso de BglII.  
 A continuación se describen los cambios observados en los patrones de restricción de 
acuerdo a las referencias de la Figura 5. 
-AvrII (1 y 2):  
• Aparición de un fragmento en el virus BoHV-1∆gEǃgal entre 4,4 y 4 Kbp (a).  
• Se corrobora la pérdida de una banda de 6 Kbp (b) y la aparición de una de 8,8 Kbp (c) en 
el virus BoHV-1∆gEǃgal. 
-BamHI (5 y 6):  
• En el virus BoHV-1∆gEǃgal no observa la banda esperada en 7,8 Kbp (d) pero si se ve una 
no esperada de aproximadamente 9 Kbp (e).  
• Se corrobora la aparición de una banda de 11,9 (f) y de otra de 3,6 Kbp (g) BoHV-
1∆gEǃgal de acuerdo a lo esperado  
-StuI (7 y 8):  
• Para ambas cepas aparece una banda entre 2 y 2,3 Kbp (h) mientras que no se observan 
las bandas esperadas de 3,4 Kbp (i) y 11,8 Kbp (j).  
• Se corrobora la aparición de una banda de 15,7 Kbp BoHV-1∆gEǃgal en el virus BoHV-
1∆gEǃgal (k). 
-DraI (9 y 10):  
• Para ambos virus desaparece la banda de 3,1 Kbp (l) y aparece una mayor a 4 Kbp (m).  
• En el virus BoHV-1∆gEǃgal se observa la aparición no esperada de una banda en 8 Kbp (n) 
así como la pérdida de una banda de 10,7 (o). 
• Se corrobora la ausencia esperada de una banda de 9,5 Kbp (p). 
-KpnI (11 y 12):  
• Aparece en ambos virus una banda entre 2,3 y 3 Kbp (q). 
• No se observa fragmentos esperados de 1,8 Kbp en ambos virus (r) 
-SphI (15 y 16):  
• Aparece en ambas cepas una banda de aproximadamente 12 Kbp (s) mientras que se 
pierde una de 5,5 Kbp (t) y otra de 4,2 (u). 








Los resultados del estudio de RFLP indican que la cepa BoHV-1 LA no presenta exactamente el 
mismo patrón de restricción que el genoma de BoHV-1 publicado. Asimismo, se encontró en 
algunos casos, para la cepa BoHV-1∆gEǃgal, un patrón diferente al esperado, indicando posibles 
modificaciones de ciertos sitios de restricción. Algunas de estas modificaciones podrían ser 







El herpesvirus bovino 1 es un alfaherpesvirus que infecta al ganado bovino. Es un virus 
neurotrópico, por lo que establece latencia en ganglios sensoriales, e induce un conjunto de 
cuadros clínicos (respiratorios, genitales y/o reproductivos) de variada severidad dependiendo de la 
virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b), factores del hospedador y del ambiente y manejo. 
La perpetuación de este agente en los rodeos bovinos se produce mediante la reactivación y 
reexcreción de las infecciones latentes ante distintos estímulos. 
Las infecciones con BoHV-1 presentan una distribución mundial (Ackermann y Engels, 
2006). En Argentina los índices de seroprevalencia de BoHV-1 promedian el 60 % del ganado 
bovino (entre 24,8 y 84,1 % según la región, la edad de los animales y el tipo de cría que se 
realiza) (Odeón et al., 2001). Frente a estos niveles de prevalencia, la vacunación es la estrategia 
utilizada para el control de las infecciones con BoHV-1. En nuestro laboratorio se ha demostrado 
que diferentes vacunas convencionales contra BoHV-1 inducen una buena respuesta humoral y 
celular y que confieren protección contra los signos clínicos (Romera et al., 2000a). Sin embargo, 
la respuesta de anticuerpos es indistinguible de la inducida por exposición al virus circulante en el 
campo en una infección natural. 
En este contexto, en el año 1999 se desarrolló una vacuna marcadora que permite 
diferenciar animales vacunados de infectados porque carece del gen que codifica para la 
glicoproteína E (gen gE). Esta cepa marcadora, denominada BoHV-1∆gEǃgal, se obtuvo por 
reemplazo alélico del gen gE por el gen lac z, utilizando la cepa BoHV-1.1 Los Angeles (LA) como 
parental (Puntel et al., 1999; 2001; Romera et al., 2000b).  
A la fecha, en la mayor parte de los países de la Unión Europea se comercializan y utilizan 
vacunas marcadoras vivas, luego de que fuera recomendada su inclusión en distintos esquemas de 
inmunización de planes de control. Actualmente, en nuestro país está siendo evaluada este tipo de 
estrategia, y la cepa BoHV-1∆gEǃgal podría ser una candidata a incorporarse en futuros planes de 
control. Sin embargo, es necesario conocer el comportamiento in vivo e in vitro de esta cepa para 
evaluar el impacto que tendría su empleo como inmunógeno vivo. Asimismo, el estudio del 
background genómico es importante para corroborar las modificaciones introducidas 
experimentalmente en la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
 
La cepa parental BoHV-1 LA, a partir de la cual se desarrolló la cepa BoHV-1∆gEǃgal, ha 
sido escasamente estudiada hasta el momento. El efecto producido por la deleción del gen gE 
puede variar entre los diferentes virus recombinantes dependiendo de la cepa parental a partir de 
la cual fue construido. Por otra parte, la cepa BoHV-1 LA se utiliza frecuentemente en las 
experiencias de desafío viral con BoHV-1. En este contexto, el conocimiento de aspectos de su 






Estudio del background genómico de la cepa BoHV-1ΔgEβgal 
 
De acuerdo a la información que existe respecto a cepas de alfaherpesvirus con deleciones 
en el gen gE (cepas gE-), los resultados de las experiencias in vivo y los experimentos in vitro de la 
cepa BoHV-1∆gEǃgal descriptos en este trabajo no encontrarían explicación únicamente en la 
deleción del gen gE. Los estudios de otras mutantes gE- construidas a partir de distintas cepas 
salvajes de BoHV-1 y otros alfaherpesvirus no describen los mismos cambios cuali o cuantitativos 
que se observaron en la cepa BoHV-1∆gEǃgal. Una forma de corroborar que la falta de expresión 
de la gE fuera responsable exclusivamente de las diferencias observadas en la cepa BoHV-
1∆gEǃgal hubiera sido la obtención de un virus revertante, reintroduciendo el gen gE en la cepa 
BoHV-1∆gEǃgal.  
De todas maneras, en el contexto de este trabajo de Tesis, se construyó y caracterizó 
genéticamente el vector de transferencia (VT) para obtener el virus revertante. El VT se construyó 
a partir de la amplificación por PCR del gen gE y dos fragmentos flanqueantes, a partir de ADN 
genómico de la cepa BoHV-1 LA, y su secuencia se corroboró mediante secuenciación sobre las dos 
hebras utilizando 4 pares de oligonucleótidos específicos. Se realizaron varios experimentos de 
recombinación homóloga ensayando distintas condiciones experimentales de transfección 
(cotransfección del VT con y sin bICP0, transfección con el VT linealizado, etc). Se obtuvieron 
clones virales que producían placas de lisis blancas utilizando la selección por color que permite la 
expresión del gen lac z del virus BoHV-1∆gEǃgal al incorporar el sustrato de la enzima ǃ-
galactosidasa en el medio agarizado. Luego de analizar dichos clones mediante amplificación por 
PCR utilizando oligonucleótidos específicos para el gen gE así como Southern blot mediante 
hibridación con una sonda del gen gE se verificó que si bien los clones no tenían el gen lac z,  
tampoco habían incorporado el gen gE.  
Teniendo en cuenta que la frecuencia de recombinación homóloga es baja (en general es 
del 0,04%) cuando no se adquieren genes que aumenten el fitness (por ej. gen de resistencia a 
antibiótico) y que el virus receptor replica normalmente, resulta muy complejo en la práctica 
seleccionar placas de lisis blancas en el background de un virus que forma placas de lisis azules. 
De esta manera, es necesario realizar diluciones altas del producto de cotransfección, lo cual 
disminuye la posibilidad de encontrar el virus revertante. Esto es opuesto a lo que ocurre en el 
proceso de obtención de un virus deleteado, donde se buscan placas de lisis azules (ganancia del 
gen lac z) en el background de un virus salvaje que produce placas de lisis blancas, permitiendo la 
identificación del recombinante aún en presencia de alto porcentaje de virus salvaje. En este 
trabajo de Tesis, aunque la metodología empleada (recombinación homóloga) permitió aislar un 
stock viral que producía placas de lisis blancas, su posterior análisis molecular determinó que no 




De esta forma, podría ser que el putativo virus revertante aislado al trabajar con  
diluciones altas del extracto de cotransfección (1/100.000) no se haya producido por 
recombinación homóloga entre el VT y el genoma viral sino que haya estado presente en la 
población viral original (en muy baja proporción) y/o que sea producto de una recombinación no 
homóloga o incompleta entre VT y genoma.  
Si bien los virus recombinantes pueden ser generados por eventos de simple o doble 
recombinación, el primero ocurre con mayor frecuencia. Los eventos de simple recombinación 
pueden ocurrir entre los fragmentos del extremo 5’ o 3’ de las secuencias virales no esenciales y 
resultar en la aparición inicial de virus recombinantes intermediarios inestables que contienen una 
o más copias del VT entero (Spyropoulos et al., 1988). Una segunda recombinación homóloga 
intramolecular entre las regiones invertidas repetidas de los virus recombinantes intermediarios 
producirá virus recombinantes estables o virus no recombinantes salvajes, según en dónde se 
haya  producido la recombinación (Falkner y Moss, 1990). Un virus recombinante estable se 
genera luego de que ocurran dos eventos de recombinación homóloga que conducen al 
intercambio alélico entre el ADN viral y el VT. Se ha sugerido que ambos eventos de 
recombinación pueden no ocurrir en simultáneo, de forma que luego de un sólo evento de 
recombinación se genera un intermediario inestable donde el genoma viral tiene inserto el VT de 
transferencia completo. Finalmente, en un paso posterior, existe igual probabilidad de que este 
recombinante se resuelva hacia la incorporación del gen de interés y en consecuencia se elimine 
el gen marcador, o que se resuelva hacia el genotipo original, eliminándose el VT completo. En 
nuestro caso, podría haber ocurrido que el evento de recombinación homóloga haya sido exitoso 
en la eliminación del gen lac z pero que al momento de resolverse el proceso no se haya 
incorporado el gen gE.  
Debido a que se realizaron varios intentos de obtención del revertante según la 
metodología previamente implementada para la obtención del BoHV-1∆gEǃgal y que la re-
adquisición del gen gE sería beneficiosa para este virus (debido a su mejor replicación in vitro)  es 
posible que el método de screening mediante identificación de placas de lisis blancas no haya sido 
eficiente por las diluciones de infección a utilizar en cada paso. Teniendo en cuenta que cada 
proceso de aislamiento demandó un año y su análisis molecular determinó que no se trataba del 
virus revertante esperado, la caracterización de la población obtenida y su posible origen 
constituyen un estudio aparte que escapa a los objetivos de este trabajo y serán abordado en el 
futuro. 
 
Se abordaron otras estrategias para caracterizar el background genómico del virus BoHV-
1∆gEǃgal. En primera instancia, se secuenciaron las zonas de recombinación, las cuales no fueron 
secuenciadas al momento de la construcción de la cepa recombinante. Así, no sólo se verificó la 
ausencia de cambios en las regiones flanqueantes al gen gE sino que se identificaron 




confirma mediante secuenciación que la inserción del gen lac z fue por doble recombinación 
homóloga, descartando que haya ocurrido recombinación en un sólo sitio originando 
recombinantes inestables. Asimismo, se elimina la posibilidad de que hubiera ocurrido inserción al 
azar del VT, y se corrobora que el gen gE se encuentra completamente delecionado por lo que no 
existiría posibilidad de reversión al genotipo salvaje. La confirmación de la secuencia de interés fue 
realizada directamente sobre el genoma viral recombinante, lo cual constituye un resultado más 
robusto que el predicho por la técnica de Southern blot. 
 
Seguidamente, utilizando las herramientas puestas a punto en nuestro laboratorio para el 
estudio de virus recombinantes entre BoHV-1 y BoHV-5 (Del Médico Zajac et al., 2009b), se realizó 
un mapeo del genoma de BoHV-1∆gEǃgal mediante la amplificación por PCR de pequeños 
fragmentos de genes definidos, separados por aproximadamente 8-15 kpb. La identidad entre las 
secuencias obtenidas, distribuidas a lo largo de todo el genoma, a partir de la amplificación sobre 
el ADN de BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA fue en todos los casos del 100%. La comparación entre las 
secuencias nucleotídicas de la cepa BoHV-1 LA y la cepa publicada en la base de datos de GenBank 
mostró modificaciones puntuales en cinco de los fragmentos secuenciados, indicando cierto grado 
de variabilidad nucleotídica entre las secuencias de la base de datos de BoHV-1 y la cepa BoHV-1 
LA. 
 
Posteriormente, se continuó el estudio de la variabilidad genética del virus BoHV-1∆gEǃgal 
mediante el análisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). Para ello 
se utilizaron 9 endonucleasas de restricción diferentes que tuvieran sitios de reconocimiento a lo 
largo de todo el genoma viral y que el número de fragmentos obtenidos pudiera ser resuelto 
mediante electroforesis en geles de agarosa. Asimismo, se consideró que la cantidad de sitios de 
corte en el gen marcador fuera baja para minimizar la cantidad de fragmentos diferentes entre el 
genoma del virus parental y el recombinante, y así poder identificar diferencias adicionales a los 
generados por la sustitución alélica.  
De esta manera, se compararon los patrones obtenidos a partir de la cepa BoHV-1 LA con 
los predichos in silico a partir de la secuencia publicada de BoHV-1. En primera instancia, se 
verificó que el patrón correspondiente a la digestión con la enzima HindIII obtenido en ambas 
cepas, que se utiliza para subtipificar los aislamientos de BoHV-1, era el esperado para las cepas 
BoHV 1.1 (Mayfield et al., 1983). Sin embargo, se encontraron discrepancias entre la cepa BoHV-1 
LA y la secuencia publicada en los patrones obtenidos con las enzimas StuI, DraI, KpnI y SphI. Se 
han reportado diferencias en los resultados entre distintas cepas correspondientes a un mismo 
subtipo, aunque no se han ensayado un gran número de enzimas ni se ha estudiado la relevancia 
de dichas diferencias. Por ejemplo, Seal et al (1985) realizó un trabajo meticuloso utilizando 
distintos aislamientos de BoHV-1 y describió un patrón de digestión con HindIII para BoHV-1 LA 




secuencias nucleotídicas completas de las distintas cepas (aún no disponibles) podrán establecer si 
tal vez existe una relación entre estos cambios y la virulencia u otros aspectos de la patogénesis de 
las distintas cepas de BoHV-1.  
Los resultados obtenidos a partir de la cepa BoHV-1∆gEǃgal mostraron que algunos de los 
cambios en el patrón de digestión respecto a la cepa BoHV-1 LA eran los esperados considerando 
el reemplazo alélico que tiene el virus recombinante. Por ejemplo, a causa de la deleción del gen 
gE se pierde un sitio de reconocimiento de la enzima HindIII originando la pérdida de dos 
fragmentos (8,2 y 12,5 Kpb) y la aparición de un fragmento de 23,5 Kpb. Teniendo en cuenta que 
la caracterización de los aislamientos de campo se realiza mediante el análisis de los patrones de 
HindIII, esta diferencia constituye un marcador adicional útil para la identificación de la cepa 
BoHV-1∆gEǃgal en estudios epidemiológicos. Sin embargo, los patrones observados luego de la 
digestión con AvrII, BamHI y DraI no encontrarían explicación en el cambio alélico de esta cepa. 
De esta manera, se sugeriría que la cepa BoHV-1∆gEǃgal podría tener algunas diferencias 
adicionales en su secuencia nucleotídica. En este trabajo no se pudieron identificar 
cualitativamente estos cambios. Sería muy interesante poder secuenciar completamente tanto este 
recombinante como su cepa parental y así poder establecer de manera más precisa la constitución 
genómica de estos virus y su relación con el fenotipo atenuado de la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
 
Estudio de las propiedades replicativas in vitro de las cepas BoHV-1ΔgEβgal y 
BoHV-1 LA 
 
Los ensayos de caracterización de la replicación viral in vitro de la cepa BoHV-1∆gEǃgal 
realizados en esta Tesis fueron también llevados a cabo con la cepa BoHV-1 LA. La realización 
simultánea de los ensayos con ambas cepas facilitó el mantenimiento de las condiciones 
experimentales y permitió realizar comparaciones entre las mismas. Para enriquecer el análisis 
comparativo, se incluyeron en los análisis otras cepas salvajes de BoHV-1 así como otra cepa 
deleteada en el gen gE. 
Se realizó la caracterización in vitro mediante cinéticas de penetración viral, crecimiento 
viral de uno y múltiples pasos y ensayos de tamaño de placa de lisis y de foco de infección, 
permitiendo evaluar el ingreso a la célula, la producción de partículas virales, la capacidad lítica y la 
dispersión célula a célula de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-1∆gEǃgal. Para estos ensayos se utilizó 
la línea celular MDBK que, a pesar de ser una línea celular transformada, mantiene tanto 
características epiteliales como el contenido de uniones estrechas. Siendo que los alfaherpesvirus 
tienen tropismo por este tipo de células y las uniones estrechas son estructuras involucradas en el 
pasaje célula a célula, ésta línea celular es un buen modelo para el estudio de la replicación viral in 




Si bien no se ha reportado que la glicoproteína E participe en el mecanismo de adsorción y 
penetración a las células, este ensayo fue realizado para excluir que dichos mecanismos fueran 
responsables de las variaciones en otros parámetros correspondientes a etapas posteriores del 
ciclo replicativo del virus BoHV-1∆gEǃgal. Las cinéticas de penetración correspondientes a los virus 
BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA no mostraron diferencias entre sí y estuvieron en concordancia con 
datos publicados para otras cepas gE- de BoHV-1 (Spilki et al., 2004; Mettenleiter et al., 1989; 
Rebordosa et al., 1996).  
Continuando con el ciclo de infección viral, se estudió la dispersión viral a otras células. Las 
cinéticas de replicación de múltiples pasos se realizan a baja multiplicidad de infección (moi), lo 
cual permite evaluar la diseminación del virus desde las células infectadas hacia las células vecinas, 
ya sea por la salida de la progenie viral al medio extracelular e infección de células adyacentes, o 
por el mecanismo de pasaje célula a célula. Asimismo, los títulos de las fracciones intra y 
extracelular son indicativos del crecimiento viral. 
Las diferencias en los títulos obtenidos en la fracción extracelular revelan que la dispersión 
de la cepa BoHV-1∆gEǃgal es mucho menor que la del parental BoHV-1 LA. Contribuirían a esto la 
menor capacidad de pasaje célula a célula así como la disminución de viriones liberados al espacio 
extracelular, como se observa a lo largo de todo el ensayo en la curva de egreso. Este menor 
porcentaje en el egreso viral de la cepa BoHV-1∆gEǃgal podría ser atribuido a la menor cantidad 
de células infectadas (fracción intracelular) que hay en cada tiempo. Sin embargo, para el 
momento en que la cantidad de virus en el espacio intracelular se equipara entre ambas cepas, 
aún se observa un menor título de virus BoHV-1∆gEǃgal en el espacio extracelular. Por lo tanto, 
independientemente de los niveles de producción viral, la dispersión viral se encuentra alterada en 
la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
Las diferencias en el título de virus en la fracción intracelular a tiempos tempranos, cuando 
aún no se encuentra actividad en la fracción extracelular, podrían sugerir una deficiencia del virus 
BoHV-1∆gEǃgal en el pasaje célula a célula. Luego, la producción de partículas virales se demora 
en la cepa BoHV-1∆gEǃgal hasta las 36 hpi, posiblemente debido a la alteración en los mecanismos 
de dispersión que mantendría a una mayor proporción de la monocapa sin infectar. Estos datos 
indican que el crecimiento de la población viral es menor para la cepa BoHV-1∆gEǃgal durante 
todo el ensayo y a las 72 hpi, cuando se verifica un extenso efecto citopático, se iguala la 
producción viral a la cepa BoHV-1 LA.   
Los resultados de la cinética de múltiples pasos de la cepa BoHV-1∆gEǃgal no concuerdan 
con otros trabajos publicados en los cuales no encuentran diferencias entre cepas salvajes y 
mutantes gE- (Kalthoff et al., 2008; Trapp et al., 2003). En este trabajo detectamos una 
importante alteración en la dispersión viral de la cepa BoHV-1∆gEǃgal, al que contribuyen tanto el 
pasaje célula a célula como la liberación al medio extracelular.  
Para estudiar estos dos mecanismos por separado se determinó por inmunofluorescencia 




luego de la infección de monocapas de células MDBK utilizando un medio semisólido. Este medio 
presenta un obstáculo para la difusión viral, dificultando a los viriones liberarse al medio, alcanzar 
y adsorber a las células vecinas no infectadas. Adicionalmente, con esta técnica se elimina el 
componente poblacional característico de la cinética de múltiples pasos pudiendo realizar una 
observación directa del fenómeno del pasaje célula a célula.  
Se observó que las placas de infección producidas por la cepa BoHV-1∆gEǃgal involucraron 
un 28% de células en relación a las placas generadas por la cepa BoHV-1 LA (establecida 
arbitrariamente como el 100%), lo cual confirma que la dispersión célula a célula se encuentra 
disminuida más de tres veces en la cepa deleteada respecto de la cepa salvaje.  
Este trabajo presenta el primer reporte de estudio del pasaje célula a célula mediante 
inmunofluorescencia, ya que otros autores abordan este mecanismo mediante el análisis de los 
focos de lisis; por lo tanto, no es posible comparar los resultados de este trabajo con otros de la 
literatura. Sin embargo, este método sería el más adecuado para evaluar el pasaje célula a célula 
ya que mediante la detección de focos de células infectadas a una baja moi se identifica de 
manera más precisa la propagación viral a través de este mecanismo.  
 
Considerando los datos de la cinética de múltiples pasos y el ensayo anterior, que sugerían 
una alteración en el egreso directo del virus BoHV-1∆gEǃgal y en el pasaje célula a célula, 
respectivamente, se realizó el ensayo de tamaño de placas de lisis, cuyos resultados contribuyen 
con el estudio del pasaje célula a célula y permiten estudiar fenotípicamente la capacidad lítica de 
las cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA.  
La observación al microscopio de las placas generadas por ambas cepas virales sobre 
monocapas de células MDBK reveló que aquellas generadas por la cepa BoHV-1 LA resultaron más 
de 10 veces mayores que las generadas por la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
La reducción del tamaño de placa de lisis observado en las células infectadas con el virus 
BoHV-1∆gEǃgal en relación a la cepa parental es mucho mayor que la reportada para otros virus 
deletados en el gen gE obtenidos a partir de distintas cepas salvajes de BoHV-1, donde encuentran 
reducciones de aproximadamente el 50% (Rebordosa et al., 1996; Spilki et al., 2004; Brum et al., 
2009; Trapp et al., 2003; Kalthoff et al., 2008). Por esto, se repitió el ensayo incorporando una 
cepa de BoHV-1 deletada en el gen gE (Difivac) para determinar si la drástica disminución del 
tamaño de placas de lisis observado en la cepa BoHV-1∆gEǃgal era producto de las condiciones 
experimentales utilizadas en esta Tesis o una característica de esta cepa. El tamaño de placas 
obtenidas luego de la infección con la cepa Difivac estuvo de acuerdo a lo reportado para otras 
cepas mutantes gE-. Para descartar que las observaciones se debieran al comportamiento de la 
cepa parental, se incorporó otra cepa salvaje de BoHV-1 (Lam). Dado que los tamaños de placa de 
lisis de la cepa Lam y LA fueron similares, puede sugerirse que la disminución en los valores 




parental. Por lo tanto, la diferencia entre las cepas deleteadas refleja una alteración en el 
comportamiento de la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
En este contexto, es posible sugerir que en el caso del virus BoHV-1∆gEǃgal bajo estudio 
exista tal vez una modificación adicional a la deleción del gen gE, responsable del fenotipo 
observado. En este sentido, diversos estudios con cepas BoHV-1 gE- que además portan otras 
deleciones encuentran reducciones en el tamaño de placa de lisis en el mismo orden que en este 
trabajo. Por ejemplo, una mutante BoHV-1 gE- y UL49- produjo placas de lisis 83% más pequeñas 
que el virus salvaje (Kalthoff et al., 2008). Asimismo, un estudio utilizando un recombinante BoHV-
1 gE- y gG- encontró que la gG sería necesaria para la localización de gE en las uniones 
intercelulares, indispensable para el mecanismo de pasaje célula a célula (Nakamichi et al., 2002).  
La diferencia entre las cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA en los tamaños de placas de lisis 
fue mucho mayor que la obtenida en el ensayo de las placas de infección, confirmando que, 
además de la reducción en el pasaje célula a célula, la capacidad lítica se encontraba disminuida 
en la cepa BoHV-1∆gEǃgal respecto de la parental, tal como se sugirió al analizar la cinética de 
múltiples pasos. Dado que esta propiedad se encuentra vinculada al egreso de los viriones de las 
células, se realizaron ensayos de cinética de un paso para abordar este aspecto. 
 
Las cinéticas de replicación de un único paso se realizan a alta multiplicidad de infección. 
Debido a que todas las células se infectan con el inóculo viral, ni el pasaje célula a célula ni la 
infección de células vecinas a partir de la progenie viral están siendo evaluadas. De esta forma se 
mide la producción de partículas virales infectivas, indicada por el título viral de la fracción total 
(intracelular y extracelular) a un tiempo dado y la salida de partículas virales al medio exterior 
(fracción extracelular). Esta última fracción aporta información tanto sobre el tiempo necesario 
para que el virus complete su ciclo de replicación (tiempo pi al cual se detecta en el medio 
extracelular), así como acerca de la capacidad lítica del virus (títulos en la fracción extracelular).  
La comparación de las cinéticas de un único paso entre las cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 
LA mostró que la producción viral es menor para la cepa BoHV-1∆gEǃgal durante todo el ensayo. 
La cantidad de virus en la fracción extracelular es menor, confirmando que la salida y la capacidad 
lítica de BoHV-1∆gEǃgal se encuentra reducida. Asimismo, la detección de virus en la fracción 
extracelular se observa al menos 3 horas más tarde en relación a la cepa parental, indicando que 
la duración del ciclo de replicación sería mayor para la cepa BoHV-1∆gEǃgal.  
Nuevamente, estos resultados no concuerdan con los reportados para otras cepas gE- en 
las cuales no encuentran diferencias en la producción viral entre recombinantes y parentales. 
Diversos trabajos coinciden en que a las 12 hpi se encuentra más virus gE- que parental en la 
fracción extracelular y sugieren que la salida al espacio extracelular sería un mecanismo de 
compensación que realizan las mutantes dado que poseen limitado el pasaje célula a célula está 
limitado (Chowdhury et al., 1999; Spilki et al., 2004; Rebordosa et al., 1996; Rijsewijk et al., 




deleteadas en gE de EHV-1 (Tsujimura et al., 2006) y HSV-1 (Balan et al., 1994). Para el caso de la 
cepa gE- estudiada en esta Tesis se puede sugerir que, además del pasaje célula a célula, el 
egreso al espacio extracelular se encuentra marcadamente disminuido. 
 Para evaluar fenotípicamente al virus BoHV-1∆gEǃgal e intentar explicar la dificultad en la 
salida de viriones del msmo se observaron al microscopio electrónico de transmisión células MDBK 
infectadas con BoHV-1∆gEǃgal o BoHV-1 LA. Se detectaron acúmulos asociados a un material 
electrodenso de partículas compatibles en tamaño y morfología con cápsides virales en el núcleo 
celular de las células infectadas con el virus BoHV-1∆gEǃgal. Estos resultados sugieren que, en el 
ciclo de replicación del virus BoHV-1∆gEǃgal, algún mecanismo de morfogénesis viral se 
encontraría alterado, produciendo la retención de cápsides en el núcleo de la célula. La producción 
de estos acúmulos podría explicar los menores títulos de virus intracelular que se describen en las 
cinéticas de replicación de la cepa BoHV-1∆gEǃgal. De todas maneras, esto no impide 
completamente la producción de partículas infectivas y los retrasos en la producción viral son 
compensados en los últimos tiempos ensayados. Otra consecuencia de estas observaciones podría 
ser la demora que se observa en la salida de virus en comparación a la cepa BoHV-1 LA, aún 
cuando la producción viral alcanza los valores de la cepa parental.  
El estudio ultraestructural de cepas gE- de BoHV-1 no ha sido abordado hasta el momento 
por otros grupos. Sin embargo, se han reportado alteraciones en la morfogénesis viral en cepas de 
otros alfaherpesvirus deleteadas en gE. La deleción simultánea de las colas citoplasmáticas de gM 
y gE resultó en un drástico impedimento en la maduración y egreso viral en células infectadas con 
PRV, aboliéndose la adquisición de la envoltura secundaria en el Trans Golgi y observando la 
presencia de agregados de cápsides con material electrodenso en el citoplasma (Brack et al., 
2000). Luego, se definió que el material electrodenso contenía proteínas del tegumento, entre ellas 
UL49 (Fuchs et al., 2002). Asimismo, una cepa de PRV deleteada en los genes gM y UL11 produjo 
el mismo tipo de agregados (Kopp et al., 2004). En HSV, mutantes deleteadas en los genes gD y 
gE producen agregados similares de cápsides con tegumento en el citoplasma (Farnworth et al., 
2003). Sin embargo, estos trabajos no describen estructuras nucleares sino citoplasmáticas. Por lo 
tanto, es posible que en el caso del virus BoHV-1∆gEǃgal bajo estudio un paso previo en la 
morfogénesis viral se encuentre alterado, sugiriendo que tal vez exista una modificación en otro 
elemento viral responsable del fenotipo observado. Los productos de los genes US3, UL31, UL34, 
gB y gH serían candidatos a estudiar en esta cepa ya que participan en la salida de las cápsides 
virales del núcleo, tal como se describió para PRV (Mou et al., 2009; Klupp et al., 2001) y HSV-1 
(Wisner et al., 2009). 
 
Los resultados obtenidos con la cepa BoHV-1 LA indicarían que el comportamiento in vitro 
de la cepa parental de BoHV-1∆gEǃgal no difiere del de otras cepas de referencia de BoHV-1. Las 
cinéticas de replicación incorporando la cepa Colorado de BoHV-1 mostraron una similitud entre los 




Lam. De este modo, las diferencias encontradas en el virus BoHV-1∆gEǃgal serían parte del 
fenotipo alterado de esta cepa deleteada. 
 
En conjunto, el análisis de los datos de replicación viral in vitro indica que la dispersión 
viral, en términos de pasaje célula a célula como de liberación de partículas virales infectivas al 
medio extracelular, es menor en la cepa BoHV-1∆gEǃgal que en la cepa BoHV-1 LA, lo mismo que 
la producción total de partículas virales infectivas. Asimismo, se sugiere una deficiencia en la 
morfogénesis viral. Por lo tanto, las alteraciones encontradas en la cepa BoHV-1∆gEǃgal podrían 
deberse a modificaciones adicionales a la deleción del gen gE.  
 Respecto al impacto de los resultados obtenidos de los ensayos in vitro en la producción a 
gran escala de la cepa BoHV-1∆gEǃgal como antígeno vacunal, los datos de este trabajo sugieren 
que para obtener títulos virales comparables a los de una cepa salvaje, se deberían realizar 
infecciones a baja moi y cosechar el virus no antes de las 72 hpi.  
 
El comportamiento in vitro e in vivo de una cepa viral puede estar modificado por 
numerosas variables experimentales.  En este trabajo encontramos una severa alteración en el 
comportamiento in vitro así como una importante atenuación in vivo. Uno de los mecanismos que 
podría alterar la virulencia de la cepa BoHV-1∆gEǃgal es el número de pasajes de los virus 
utilizados en los ensayos. La atenuación del fenotipo in vivo causada por pasajes previos por 
células del agente infeccioso ha sido demostrada para otros alfaherpesvirus (Dudnikova et al., 
2009). Cuanto mayor sea el número de pasajes, mejor adaptado estará un virus a la línea celular 
en la que se realiza el pasaje. Esta adaptación podría manifestarse, por ejemplo, en el tamaño de 
placa de lisis, por ser éste un parámetro relacionado con la replicación viral. En este trabajo, tanto 
para los ensayos in vitro como para los experiencias in vivo se utilizó una cepa BoHV-1∆gEǃgal con 
un bajo número de pasajes (11vo). Asimismo, el número de pasajes fue igual en todas las cepas 
utilizadas, lo cual descartó la posibilidad de que las diferencias observadas se deban a variaciones 
en el número de pasajes por líneas celulares, evidenciando que las características observadas son 
inherentes a las cepas BoHV-1∆gEǃgal y BoHV-1 LA. 
 
Como ya se mencionó, no siempre es posible establecer una correlación entre las 
observaciones in vivo e in vitro. Sin embargo, del estudio in vitro de la cepa BoHV-1∆gEǃgal se 
obtuvieron resultados que podrían ayudar a comprender su comportamiento in vivo. Así, la baja 
dispersión observada en los ensayos in vitro podría explicar que durante la infección aguda de 
bovinos con la cepa BoHV-1∆gEǃgal, se vea disminuida la dispersión y por lo tanto la cantidad de 
tejidos infectados sea menor que para el caso de BoHV-1 LA. En consecuencia, la posibilidad de 
acceder a las terminaciones nerviosas de las neuronas sensitivas que inervan la puerta de entrada 




establecido que la gE de distintos alfaherpesvirus es necesaria para el transporte retrógrado y 
anterógrado del virus entre el sistema nervioso y la mucosa oronasal (Brum et al., 2009; Liu et al., 
2008), creemos que en este caso el impedimento en la llegada al GT es consecuencia de la baja 
dispersión del virus BoHV-1∆gEǃgal en la puerta de entrada.  
La ausencia de signos clínicos en los animales luego de la infección podría ser producto de 
la disminución en la capacidad lítica de la cepa BoHV-1∆gEǃgal in vitro. La lesión primaria por 
BoHV-1 es el resultado de la lisis de las células infectadas que origina necrosis focal de las 
mucosas nasal, laríngea, traqueal o genital, una secuela directa de la replicación viral y el efecto 
citopático producido.  
Finalmente, la disminución en la producción total in vitro de partículas virales infectivas de 
BoHV-1∆gEǃgal podría explicar la ausencia de excreción de partículas virales luego de la infección 
intranasal de animales con la cepa recombinante.  
 
 
Estudio de la infección aguda y reactivación viral de la cepa BoHV-1ΔgEβgal y 
BoHV-1 LA en el hospedador natural 
 
Para caracterizar el comportamiento de la cepa BoHV-1∆gEǃgal en el hospedador natural, en 
este trabajo de Tesis se evaluó la virulencia in vivo, en términos de signología clínica, excreción 
viral y reactivación de animales infectados con el virus BoHV-1ΔgEβgal y la cepa parental BoHV-1 
LA. Asimismo, estos datos contribuirán en la evaluación del impacto que podría producir el uso de 
esta cepa como vacuna viva. 
 
La cepa BoHV-1ΔgEβgal evaluada en este trabajo de Tesis no produjo ningún signo clínico 
en los terneros infectados luego de la administración de una alta dosis de la misma por vía 
intranasal. El efecto que produce la utilización de cepas deleteadas en el gen gE en la inducción de 
signos clínicos no es consistente entre trabajos previos publicados. Así, mutantes deleteadas en el 
gen gE (gE-) producidas a partir de la cepa Lam (van Engelenburg et al., 1994, 1995a; Kaashoek 
et al., 1996b, 1998; Schynts et al., 2003a), una cepa brasilera subtipo 1.2 (Franco et al., 2002b) o 
la cepa Za (Kaashoek et al., 1994) producen signos clínicos leves, tales como secreción nasal 
seromucosa o erosiones restringidas en la cavidad nasal e hipertermia de corta duración, mientras 
que un virus gE- construido a partir de la cepa Cooper, si bien se utilizó una dosis de virus total por 
animal 10 veces menor que en este trabajo, no produjo signos clínicos en los animales infectados 
(Chowdhury et al., 1999).  
La ausencia de signos clínicos podría ser una característica ventajosa de la cepa 




respiratoria bovina. En ésta, la infección viral predispone a los animales a la infección bacteriana, 
generalmente de bacterias que son comensales del aparato respiratorio bovino (Duff y Galyan, 
2007). Si bien los factores virales que favorecen la progresión de la enfermedad respiratoria severa 
son objeto de estudio, se ha establecido que la disminución de la inmunidad mediada por células 
luego de la infección con BoHV-1 y la lesión viral sobre las estructuras que forman parte de la 
inmunidad innata son facilitadoras de la lesión bacteriana (Carter et al., 1989; Griebel et al., 1987). 
El epitelio nasal contiene uniones estrechas que impiden el tráfico paracelular de agentes, y 
lesiones en el mismo disrumpen esta barrera anatómica. Así, lesiones inducidas por vacunas 
virales, que en ambientes experimentales controlados ocurren de manera benigna, podrían 
ocasionar cuadros más severos en condiciones de explotaciones ganaderas intensivas.  
De esta manera, los resultados de nuestro trabajo indicarían que la capacidad patogénica, o 
sea de producir lesiones, de la cepa BoHV-1ΔgEβgal es baja. Asimismo, la ausencia de signos y 
lesiones sugiere que esta cepa es segura para su uso en animales.  
 
En este trabajo se pudo reproducir la enfermedad en bovinos estableciendo los parámetros 
de virulencia de la cepa parental BoHV-1 LA. Así se comprobó que la cepa BoHV-1 LA induce 
signos clínicos moderados, con leve hipertermia y secreción nasal pero sin el desarrollo de lesiones 
en la mucosa nasal como se reporta para otras cepas salvajes de BoHV-1 (Tikoo et al., 1995).  
La virulencia de distintas cepas de BoHV-1 puede presentar variaciones respecto a factores 
tanto del hospedador, del ambiente como del agente infeccioso (Nandi et al., 2009). Entre los 
primeros, la edad constituye un factor de riesgo, siendo los animales más jóvenes más susceptibles 
al desarrollo de enfermedad (Boelaert et al., 2005; Solis-Calderón et al., 2003). Sin embargo, en 
este trabajo se utilizaron terneros jóvenes que desarrollaron sólo signos leves. Factores 
relacionados al ambiente y al manejo de los animales, tales como la carga animal, el ingreso de 
animales y su participación en ferias han sido asociados a la severidad de la enfermedad pero son 
difíciles de aplicar a condiciones experimentales como las utilizadas en este trabajo (Vonk 
Noordegraaf et al., 2004; van Schaik et al., 2002, 2003).  
Finalmente, la severidad de la enfermedad causada por este virus está influenciada por la 
virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b). Así, las infecciones subclínicas con BoHV-1 son 
bastante frecuentes. Diversas cepas de BoHV-1 poseen una baja capacidad de inducir signos 
clínicos y se han clasificado como cepas de baja virulencia (Kaashoek et al., 1996b, Nandi et al., 
2009). Sin embargo, la cepa BoHV-1 LA no ha sido estudiada por otros grupos.  
El cuadro de signos leves inducido por un virus puede ser atribuido a la inmunidad pasiva 
adquirida por los animales, especialmente en áreas endémicas. En efecto, se ha demostrado que 
los anticuerpos calostrales son eficientes en la protección contra los signos clínicos de BoHV-1 




utilizaron animales seronegativos. En conclusión, la cepa BoHV-1 LA sería una cepa de virulencia 
intermedia. 
En conjunto, la ausencia de signos clínicos observada en los animales infectados con la cepa 
BoHV-1ΔgEβgal podría deberse, en parte, a la deleción del gen gE, como se ha reportado en los 
otros casos mencionados. Asimismo, la moderada virulencia de la cepa parental podría influir en la 
atenuación observada para la cepa deleteada, siendo que se ha propuesto que la virulencia de la 
cepa a partir de la cual se origina una mutante de deleción en el gen gE podría determinar la 
virulencia del mismo (Muylkens et al., 2006b). 
 
 La ausencia de signos clínicos tiene su impacto en el potencial uso de esta cepa 
recombinante como vacuna viva. Los países que incluyen en los programas de erradicación el uso 
de vacunas marcadoras permiten su aplicación como vacuna viva o inactivada. Se ha comprobado 
que las vacunas gE- vivas generan mayor protección frente al desafío viral en animales 
seronegativos (Bosch et al., 1996; van Drunen Littel-van den Hurk, 2006). Por lo tanto, cobra 
importancia el estudio del comportamiento in vivo de esta cepa para evaluar su uso en futuros 
planes de erradicación. 
 
Mientras que la cepa parental BoHV-1 LA se excretó durante 12 días con títulos máximos de 
107,5 DICT50/ml, luego de la infección intranasal con la cepa BoHV-1ΔgEβgal no se detectó virus 
infectivo en las secreciones nasales de los animales infectados, tal como ya había sido observado 
cuando se utilizó esta cepa experimentalmente como vacuna viva (Romera et al., 2004, 2005; 
Puntel et al., 2001). Esto es una característica distintiva a lo reportado para las cepas de BoHV-1 
deleteadas en el gen gE ya mencionadas, las cuales se excretaron en todos los casos luego de 
administrarse a animales por vía intranasal. La cepa Za (gE-), comercializada y utilizada en Europa 
en los programas de erradicación de BoHV-1, ha sido extensamente estudiada y luego de la 
administración intranasal se excreta con altos títulos en todas las experiencias (Kaashoek et al., 
1994; Strube et al., 1996; Mars et al 2000a, b). Asimismo, en uno de los trabajos donde se inoculó 
dicha cepa por vía intramuscular a animales jóvenes, también se detectó excreción nasal post 
infección (Strube et al., 1996). La cepa Lam gE- se excretó en algunos casos durante el mismo 
período de tiempo que su parental (van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1998; Schynts 
et al., 2003a) o durante dos días menos (van Engelenburg et al., 1994; Kaashoek et al., 1994), 
pero en todos los casos con títulos similares a la cepa Lam salvaje. Asimismo, en algunas 
oportunidades se detectó excreción viral en las secreciones oculares (Kaashoek et al., 1998; van 
Engelenburg et al., 1995a). Finalmente, la cepa Cooper gE- y BoHV-1.2 gE- se excretaron en 
secreciones nasales y oculares luego de la inoculación intranasal aunque durante menos días que 




Continuando con el estudio de las secreciones nasales, se detectó ADN viral en las muestras 
de los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal. En este sentido, en un trabajo donde 
infectan ratones con una mutante de HSV-2 no replicativa observan que no hay persistencia de 
ADN en el sitio de inoculación más allá del día 3 pi (Jones et al., 2000). La cinética de clearence en 
la mucosa nasal por células dendríticas que no disrumpen la barrera epitelial es muy alta y en 30 
minutos se observa su llegada llevando antígenos vacunales a los linfonódulos regionales luego de 
infección nasal con bacterias muertas (Jahnsen et al., 2006). Podríamos sugerir entonces, que para 
la cepa BoHV-1ΔgEβgal el genoma viral detectado en las secreciones nasales no sería un residuo 
de la inoculación sino el producto de la replicación viral, que ocurriría en la mucosa nasal del 
bovino en niveles tan bajos y/o durante tan poco tiempo que impidieran recuperar virus infeccioso 
mediante aislamiento en cultivo de tejidos, pero lo suficiente para detectar genoma viral mediante 
amplificación por PCR.  
 
La ausencia de excreción de virus infectivo en las secreciones de animales infectados con la 
cepa BoHV-1ΔgEβgal, sumada a la evidencia de replicación viral en la mucosa nasal, ponen de 
manifiesto la polarización del epitelio de la puerta de entrada. Los dominios apicales y 
basolaterales de las membranas plasmáticas se encuentran separados por uniones estrechas. El 
estudio de la distribución subcelular luego de la infección con BoHV-1 indica que la gE se localiza 
en las zonas de contacto entre células infectadas, y no en las membranas apicales o basales. El 
patrón de localización coincide con el de la ǃ-catenina, una proteína celular presente en las 
uniones entre células (Nakamichi et al., 2002). Se ha demostrado para HSV-1 que el transporte de 
los viriones hacia las zonas de contacto entre células, así como el pasaje a través de las uniones 
intercelulares durante la infección productiva está mediado por la gE (Johnson et al., 2001). Así, se 
propone que los virus que carecen del gen gE tendrían alterado este mecanismo de dispersión y 
por lo tanto saldrían de las células a través de las membranas apicales. Esto podría explicar el 
comportamiento de las cepas gE- en las cuales se encuentra mayor cantidad de virus en el espacio 
extracelular a tiempos tempranos y se detecta virus en las secreciones nasales (Muylkens et al., 
2006a). Mientras que la cepa recombinante BoHV-1ΔgEβgal bajo estudio no ha mostrado 
alteraciones en su cinética de penetración in vitro, sí se ha comprobado la dificultad en el pasaje 
entre células. Sin embargo, BoHV-1ΔgEβgal pareciera poseer alterado otro mecanismo de salida de 
las células que in vitro podría ser compensado parcialmente pero, en los epitelios respiratorios del 
bovino, altamente polarizados, se haría más evidente, disminuyendo la excreción viral hacia la 
cavidad nasal.  
La  ausencia de excreción de virus infectivo en secreciones nasales constituye una ventaja de 
la cepa BoHV-1ΔgEβgal ya que permitiría su uso como vacuna viva sin los riesgos de diseminación 
a otros animales. A pesar de considerarse la difusión al ambiente de virus vacunal como de bajo 
riesgo (Scientific Committee on Animal Health and Animal Welfare, European Commission, 2000), 




inoculados con una vacuna viva gE- (Mars et al., 2000b). Solo se ha conseguido evitar la excreción 
nasal de virus gE- administrándolo como vacuna viva por vía intramuscular (Mars et al., 2000b; 
Makoschey et al., 2007).  
Asimismo, la reducción de la posibilidad de dispersión de la cepa BoHV-1ΔgEβgal  adquiere 
una importancia epidemiológica adicional respecto a la transmisión a otros rumiantes. Hasta el 
momento, ninguna enfermedad severa proveniente de una infección por BoHV-1 ha sido 
identificada en las especies de rumiantes distintas del vacuno. Sin embargo, varias especies de 
rumiantes domésticos y salvajes son sensibles a la infección por BoHV-1 y podrían ser 
responsables de brotes esporádicos. Estas infecciones podrían contribuir a mantener el BoHV-1 en 
una región específica y en el seno de una población de rumiantes que podría convertirse en un 
reservorio de virus para los vacunos domésticos, poniendo en riesgo el desarrollo de los programas 
de control y erradicación (revisado por Thiry et al., 2008) 
La baja replicación del virus BoHV-1ΔgEβgal en la puerta de entrada disminuiría los riesgos 
de recombinación y reversión. El estudio in vivo de varias cepas virales con fenotipo gE-, producto 
de la coinfección de células con una cepa vacunal gE- atenuada y distintas cepas salvajes, sugirió 
que la introducción de la deleción del gen gE en un contexto genómico salvaje restablece la 
virulencia conservando el fenotipo gE- (Muylkens et al., 2006b). La coinfección de bovinos por vía 
intranasal con dos cepas de BoHV-1, una de ellas gE-, resultó en la aparición in vivo de mutantes 
producto de la recombinación que se reexcretaron experimentalmente (Schynts et al., 2003a). 
Asimismo, En un trabajo realizado en nuestro laboratorio se evaluó la virulencia en bovinos de 
recombinantes entre BoHV-1 y BoHV-5 obtenidos in vitro y se determinó que establecían una 
infección latente en GT (Del Médico Zajac, 2009c). Existen evidencias que sugieren que la 
recombinación genética no está restringida a situaciones experimentales ya que recientemente se 
han reportado cepas recombinantes naturales. El análisis de muestras de casos clínicos de 
infecciones con HSV-1 (Norberg et al., 2004; Bowden et al., 2004) revelaron la presencia de cepas 
recombinantes intraespecíficas en poblaciones naturales. Asimismo, luego de estudiar diversos 
aislamientos de campo de EHV-1, se identificó un virus recombinante interespecífico el cual 
contenía el gen ICP4 de EHV-4 en el contexto genómico de EHV-1 (Pagamjav et al., 2005). Para 
que ocurran eventos de recombinación es necesario que las moléculas de ADN se encuentren en el 
seno de una misma célula. En condiciones naturales, para que dos o más moléculas de ADN viral 
coexistan en una célula es necesario que ocurran infecciones simultáneas (coinfecciones), 
reactivación de un virus latente acoplada a una infección o reactivación de dos virus latentes (Thiry 
et al., 2005, 2006). En este sentido, un estudio reciente en Brasil ha reportado que un 76% de 
bovinos se encuentran latentemente infectados de manera simultánea con BoHV-1 y BoHV-5 
(Campos et al., 2009). Por todo lo anterior, la baja replicación de la cepa BoHV-1ΔgEβgal en la 
puerta de entrada constituye una característica ventajosa en relación al riesgo de recombinación 





Los resultados de excreción viral y signología clínica discutidos aquí permiten concluir que se 
logró reproducir experimentalmente el cuadro asociado a las infecciones con BoHV-1, indicando 
que la cepa LA se excreta en títulos similares a otras cepas salvajes aunque su virulencia sería 
moderada ya que indujo signos clínicos leves (Kaashoek et al., 1996b). El comportamiento in vivo 
de la cepa BoHV-1ΔgEβgal difiere notablemente de lo reportado para otras cepas gE- de BoHV-1.  
Los datos indican que esta cepa es avirulenta en terneros ya que no se registraron signos 
clínicos ni excreción nasal de partículas infectivas luego de la infección intranasal, disminuyendo de 
esta manera tanto el riesgo de diseminación del virus, los posibles eventos de recombinación o 
reversión así como la incidencia de enfermedades asociadas a la infección.  
 
El estudio de la dispersión del virus desde el sitio de inoculación durante la infección aguda 
se profundizó a través del análisis de los tejidos de los animales infectados. La inoculación se 
realizó por vía intranasal mediante nebulización para reproducir la vía de ingreso más común de 
BoHV-1 (Romera et al., 2000a). Se colectaron distintas muestras de cabeza y cuello y se realizó el 
aislamiento viral e inmunohistoquímica para BoHV-1.  
Una vez en el hospedador, el virus se adsorbe a las células epiteliales de la puerta de 
entrada y comienza el ciclo de infección lítica. Desde allí se dispersa hacia otros tejidos mediante 
mecanismos de pasaje célula a célula o mediante el egreso desde células infectadas y adsorción a 
células no infectadas desde el espacio extracelular. 
En este trabajo de Tesis se aisló BoHV-1ΔgEβgal a los 9 dpi de la mucosa orofaríngea, 
mientras que se detectaron antígenos virales en mucosa orofaríngea y linfonódulo mandibular. 
Esto concuerda con el trabajo de van Engelenburg et al (1995a), donde utilizando una cepa Lam 
gE- encuentran a los 7 y 8 dpi virus infeccioso solamente en dos tejidos, aunque la distribución de 
antígenos virales no fue evaluada en esa oportunidad (van Engelenburg et al., 1995a). De esta 
manera se comprobó la limitada dispersión del virus BoHV-1ΔgEβgal en los tejidos bovinos.  
El hallazgo de células de linfonódulo mandibular expresando antígenos del virus BoHV-
1ΔgEβgal podría tener impacto en la reexcreción de esta cepa ya que los tejidos linfoides asociados 
a la mucosa de la puerta de entrada así como las tonsilas y los linfonódulos han sido propuestos 
como posibles sitios de latencia de BoHV-1 (Winkler et al., 2000, Perez et al., 2005). 
Respecto a la distribución del virus parental, en este trabajo de Tesis se detectó virus BoHV-
1 LA a los 5 dpi en mucosa nasal, olfatoria, orofaríngea y traqueal, así como en linfonódulos de 
cabeza y cuello, glándula parótida y bulbo olfatorio. Los tejidos positivos correspondientes al día 9 
pi fueron mucosa nasal y orofaríngea, linfonódulo retrofaríngeo y tonsila. Para ambos dpi, los 
resultados concuerdan con los del trabajo de van Engelemburg et al (2005a) ya mencionado. 
Asimismo, en tiempos posteriores, no se aísla virus, tal como en el trabajo de Mweene et al (1996) 
donde no detectan virus en ningún tejido de animales sacrificados el día 22 pi luego de la infección 




Los datos de la distribución de antígenos virales y virus infeccioso en tejidos bovinos 
sugieren que la cepa BoHV-1ΔgEβgal infectaría un menor número de tejidos que la cepa parental, 
tal como se observa a los 9 días pi, o infectaría los mismos tejidos pero por menos tiempo, como 
se determinó para el caso de la mutante de Lam. Esto será investigado a través del análisis de 
muestras del día 5 pi de tejidos animales infectados con la cepa recombinante, que no pudieron 
estudiarse en el contexto de esta Tesis debido a problemas técnicos durante las experiencias con 
bovinos. Sin embargo, dado que la cepa BoHV-1ΔgEβgal bajo estudio demostró poseer muy 
alterada la habilidad de pasaje entre células, sería esperable una menor dispersión viral en los 
tejidos epiteliales. 
 
El modelo de reactivación experimental mediante el uso de corticosteroides exógenos ya ha 
sido establecido y se utiliza frecuentemente para estudiar la patogénesis de diferentes cepas de 
BoHV-1 (Sheffy y Davies, 1972). El estudio del establecimiento y la reactivación de una infección 
latente en la caracterización de una cepa candidata para ser utilizada como vacuna en bovinos 
resulta indispensable para evaluar el impacto que tendría su eventual administración como vacuna 
viva. Para ello, dos animales pertenecientes a cada grupo, infectados con los virus bajo estudio, 
fueron inoculados por vía endovenosa con dexametasona. Se determinó la reexcreción viral, la 
signología clínica asociada, la respuesta inmune y la presencia de virus y antígenos virales en los 
sitios asociados a la latencia.  
El resultado del tratamiento inmunosupresor no fue el mismo en los dos animales infectados 
con la cepa BoHV-1 LA. El animal 21 reexcretó virus salvaje durante 5 días con un titulo viral 
máximo de 106,5 DICT50/ml, o sea, un período de tiempo menor y un pico de excreción inferior al 
observado durante la infección aguda (pico de excreción: 107,5 DICT50/ml, período de excreción: 9 
días). Sin embargo, no se manifestaron signos clínicos durante todo el período de reexcreción viral, 
lo cual está en concordancia con trabajos anteriores en los cuales la reactivación de una infección 
latente bajo condiciones experimentales no siempre está asociada a signología clínica (Meyer et al., 
2001, van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1996b). La disminución en el tiempo y título 
viral excretado así como la ausencia de signos clínicos podría deberse a la respuesta inmune de 
memoria que controla la infección en el epitelio de manera mas rápida que durante la 
primoinfección en un animal seronegativo, protegiéndolo de la enfermedad (Pastoret et al., 1980). 
Asimismo, se comprobó un aumento en los títulos de anticuerpos en secreciones nasales y suero 
entre las muestras anteriores y posteriores al tratamiento. Esto indicaría que la replicación en la 
puerta de entrada luego de la reexcreción fue suficiente para producir una nueva estimulación del 
sistema inmune. Estos datos nos permiten concluir que en dicho animal se produjo la reactivación 
viral desde los sitios de latencia del virus, a los 74 dpi. 
La reexcreción viral de cepas de BoHV-1 en condiciones naturales ha sido verificada 
previamente (Thiry et al., 1985b, 1987), incluso en cepas vacunales deleteadas en el gen gE 




enfermedad por dos motivos: en primera instancia, produce la dispersión del virus manteniendo al 
agente en el ambiente e infectando al rodeo (Kutish et al., 1990; Tikoo et al., 1995); en segunda 
instancia, la reactivación en condiciones naturales luego de un estímulo estresante mediante la 
liberación de cortisol endógeno, podría desencadenar un cuadro respiratorio severo (Jones y 
Chowdhury, 2007). El cortisol estimularía a los receptores toll-like (TLR) y sería el factor 
desencadenante del desarrollo de enfermedad respiratoria, en general neumonía, como se ha 
propuesto desde los modelos de sinergia virus-bacteria en el complejo respiratorio bovino (Hodson 
et al., 2005). Si esto ocurriese en un grupo de animales bajo estrés, existe la posibilidad que se 
produzca la infección o reinfección de los animales y la aparición de un brote de enfermedad 
respiratoria (Babiuk et al., 1988).  
En el otro animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y sometido al tratamiento inmunosupresor 
(No 22) no se detectó reexcreción viral luego del tratamiento con dexametasona. Asimismo, el 
título de anticuerpos séricos no mostró variaciones entre las muestras anteriores y posteriores al 
tratamiento. Esto ha sido reportado en otros trabajos, en los cuales se postula que la reactivación 
experimental es un fenómeno que depende de otros factores, además del estímulo con 
corticosteroides exógeno (Meyer et al., 2001; van Engelenburg et al., 1995a). Los términos 
reactivación y reexcreción se han utilizado en la literatura como sinónimos, donde animales que no 
reexcretan virus luego de un tratamiento inmunosupresor se considera que no reactivan la 
infección latente. Sin embargo, la reactivación viral involucra una secuencia de acontecimientos en 
las neuronas sensoriales que puede culminar o no en la reexcreción viral y esto último depende de 
factores entre los cuales se han sugerido la respuesta inmune luego de la infección o vacunación y 
la cepa viral utilizada (Muylkens et al., 2007). La respuesta inmune inducida luego de la infección 
podría prevenir la reexcreción viral (Pastoret et al., 1980), como es el caso de animales con altos 
títulos de anticuerpos previos al tratamiento experimental (Bosch et al., 1998). Se ha sugerido que 
hasta los 60 dpi la reexcreción puede no producirse (Muylkens et al., 2007). En este caso, el 
animal 22 fue sometido al tratamiento a los 48 dpi, por lo tanto, la cercanía entre las fechas de 
infección y administración de dexametasona podría explicar la ausencia de reexcreción. Respecto a 
la cepa viral, se ha establecido que las diferentes cepas de BoHV-1 poseen distinta capacidad de 
reexcretarse. Así, luego de inducir la reactivación en animales infectados con distintas cepas 
salvajes, la reexcreción no se verificó en todas ellas (Kaashoek et al., 1996b; Madic et al., 1995b). 
Este trabajo de Tesis constituye el primer reporte de reactivación experimental de la cepa BoHV-1 
LA, por lo tanto no disponemos de información adicional acerca de cómo se comporta esta cepa en 
relación al tratamiento inmunosupresor.  
Por todo lo anterior, podemos concluir que en el animal 22 no se produjo la reexcreción, 
aunque la reactivación viral pudo haber tenido lugar. En este sentido, se registró un leve 
incremento en los títulos de anticuerpos en secreciones nasales en las muestras posteriores al 
tratamiento. Es posible que se haya producido la reactivación viral y una reexcreción viral 




la respuesta inmune de mucosas, ocasionando un incremento en los títulos de IgA e IgG1, pero sin 
inducir variaciones en los títulos séricos.  
 
En todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA se detectó la presencia de ADN viral 
en GT. Mediante IHQ se comprobó la expresión de antígenos virales en el mismo. En las muestras 
correspondientes al día 5 pi del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA encontramos células no-
neurales positivas, pero no neuronas. A los 9 dpi, se observaron tanto neuronas como células no-
neurales expresando antígenos virales. En las muestras de estos dos días (5 y 9 dpi) se detectaron 
infiltrados de células no neurales con tinción específica para BoHV-1. Esto está en concordancia 
con lo que se ha reportado respecto a la patogénesis de BoHV-1 en GT (Winkler et al., 2002). Las 
primeras células en infectarse son las no-neurales (gliales y mononucleares infiltrantes) mientras 
que a medida que la infección progresa, se infectan las neuronas. Los focos de infiltración 
mononuclear en los GT de animales cursando la infección aguda, en los cuales se distinguen 
células productoras de IFN-Ǆ en contacto cercano con cuerpos neuronales, podrían estar 
involucrados en el establecimiento de la infección latente (Winkler et al., 2002).  
La muestra de mucosa nasal del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y eutanasiado a los 
5 dpi presentó un hallazgo interesante. En la IHQ se pudo observar una célula compatible con un 
cuerpo neuronal con una marca intensa para antígenos virales. Los cuerpos neuronales de las 
neuronas de primer orden de la ruta más importante (vía del trigémino) se encuentran en el GT. 
Por esto, es posible que se trate de una neurona de primer orden correspondiente al sistema 
olfatorio que tiene el cuerpo neuronal en la mucosa y hace sinapsis con la neurona de segundo 
orden en el bulbo olfatorio, como ha sido descripto para PRV en tejidos porcinos (Mulder et al., 
1994). Asimismo, en dicho animal se encontró virus infeccioso en el bulbo olfatorio, indicando a 
ésta como una posible vía de acceso del virus BoHV-1 LA al sistema nervioso.  
 
Los resultados correspondientes al tratamiento inmunosupresor de los animales infectados 
con la cepa LA indican que al menos uno de los dos reactivó la infección viral con reexcreción de 
virus al ambiente, mientras que el otro podría haber reactivado la infección latente pero con muy 
baja reexcreción viral. La detección de antígenos virales así como de genoma viral en todos los GT 
de los animales infectados indica que la cepa LA es capaz de producir latencia luego de la infección 
y reactivarse mediante la administración de corticoides.  
 
En el caso de los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal, no se detectó reexcreción 
viral ni signos clínicos en ninguno de los dos casos luego de la administración de glucocorticoides. 
Hasta el momento, no se ha reportado que la gE esté involucrada en el acceso al SNP o en el 
establecimiento de la infección latente. Asimismo, el genoma de las cepas gE- ha sido detectado en 




sea la reexcreción viral, en una cepa Cooper gE- (Brum et al., 2009; Liu et al., 2008). Si bien todas 
las cepas gE- descriptas previamente establecen latencia en GT, la reexcreción de las mismas es 
controversial. En este sentido, en varios ensayos utilizando la cepa Lam gE- no se observó 
reactivación viral  (van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1996a, 1998), mientras que en 
un estudio más reciente usando la misma cepa reactivaron 4 de los 5 animales tratados con 
dexametasona (Schynts et al., 2003a). La cepa brasilera BoHV-1.2 gE- utilizada como vacuna viva 
en bovinos no fue aislada de las secreciones nasales de los animales tratados con dexametasona 
(Franco et al., 2002b). Respecto a la cepa Za, diversos trabajos reportaron la ausencia de 
excreción viral luego de inducir la reactivación experimentalmente en bovinos adultos (Kaashoek et 
al., 1994; Mars et al., 2000a), mientras que se detectó reexcreción en terneros (Lemaire et al., 
2001) y reexcreción espontánea de esta cepa 8 meses después de haber sido administrada como 
vacuna viva (Dispas et al., 2003). Un aislamiento natural de BoHV-1 con deleciones puntuales en el 
gen gE se reactivó experimentalmente (Egyed et al., 2000). La característica de no reexcretarse de 
la cepa BoHV-1ΔgEβgal constituye una importante ventaja ya que implica menor dispersión de 
virus vacunal así como disminución en el riesgo de desarrollar enfermedad respiratoria severa. 
Asimismo, cuanto menos replique la cepa en el bovino, menores serán las probabilidades de 
recombinación que pudiesen alterar su fenotipo.  
Otro aspecto importante de la cepa BoHV-1ΔgEβgal es que no ocurriría la infección 
productiva en GT, ya que no se encontraron células positivas para antígenos virales en este tejido. 
Asimismo, no pudo detectarse genoma viral en ninguna de las muestras de los seis animales 
infectados con BoHV-1ΔgEβgal. Todos estos datos sugerirían que la cepa BoHV-1ΔgEβgal no podría 
establecer una infección latente en GT, constituyendo este trabajo el primer reporte de una cepa 
replicativa de BoHV-1 que no establece una infección latente en el hospedador natural. Una posible 
explicación a este fenómeno estaría fundamentada en la limitada capacidad de dispersión de esta 
cepa de modo que no logra acceder a los sitios de latencia.  
  
Finalmente, se han reportado como posibles sitios adicionales de latencia para BoHV-1 los 
tejidos linfoides, tonsilas y linfonódulos. La importancia biológica de dichos tejidos en el ciclo de 
latencia-reactivación en el bovino no ha sido aun establecida. En este trabajo, la amplificación por 
PCR a partir de tonsilas del día 9 pi fue positiva para el animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y 
negativa para el animal infectado con la cepa BoHV-1ΔgEβgal. Esto esta en concordancia con los 
resultados del aislamiento viral a partir de esas mismas muestras. Asimismo, las tonsilas 
correspondientes a los animales sacrificados el día 42 pi indican la latencia de genoma viral de la 
cepa parental mientras que la cepa BoHV-1ΔgEβgal no alcanzaría este órgano, posiblemente 
debido a la baja dispersión viral. De esta manera, el rol putativo que pudieran tener estos sitios 
extraneurales en la reactivación de BoHV-1 no presentaría una desventaja para el caso de BoHV-
1ΔgEβgal. El rol de la infección de las tonsilas como de los linfonódulos en la reactivación y 





Los anticuerpos séricos anti BoHV-1 aparecen tardíamente en una infección (alrededor del 
día 10 pi), por lo que son considerados de mayor importancia en las infecciones secundarias 
previniendo la reinfección y participando en el clearence viral por diversos mecanismos (Babiuk et 
al., 1996; Romera et al., 2000a). En este trabajo de Tesis, la respuesta inmune humoral en suero 
desarrollada por los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal fue similar en todos los 
terneros tanto para los niveles de anticuerpos totales, como para los anticuerpos neutralizantes, 
manteniendo niveles elevados hasta el momento de la eutanasia. El título de anticuerpos totales 
osciló entre 1,6 y 2,2 (log10). Estos resultados confirmarían la infección de estos animales. 
Por su parte, los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA presentaron mayores títulos de 
anticuerpos totales en suero que los animales infectados con la cepa gE-. Este resultado es 
consistente con los de numerosos trabajos que comparan el desarrollo de anticuerpos 
neutralizantes entre cepas gE- y cepas salvajes de BoHV-1, aunque esta diferencia  no se asocia a 
la capacidad protectiva de las cepas deleteadas (Chowdhury et al., 1999; Kaashoek et al., 1994, 
1996a, 1998; van Engelenburg et al., 1995a; Belknap et al., 1999). En el caso de la cepa BoHV-
1ΔgEβgal, su inmunogenicidad y performance como vacuna viva o inactivada frente al desafío viral 
ya ha sido estudiada con anterioridad y demostró ser protectiva (Romera et al., 2004; 2005; Puntel 
et al, 2001). 
 
La inmunoglobulina G1 (IgG1)
 
presente en secreciones nasales también podría colaborar en 
los mecanismos involucrados en la protección frente a infecciones virales secundarias neutralizando 
las partículas virales presentes en la mucosa nasal (Madic et al., 1995a, b; Haan et al., 2001). 
Dado que hasta el momento no existen reportes sobre la presencia de células productoras de IgG1
 
en la mucosa nasal de bovinos, se ha sugerido que este anticuerpo es transportado selectivamente 
desde el suero a la superficie mucosa (Madic et al., 1995a, b). Se ha reportado la presencia del 
receptor neonatal heterodimérico de Fc (heterodimeric neonatal Fc receptor, FcRn) en las células 
epiteliales de las vías respiratorias inferiores y en los alvéolos pulmonares, el cual mediaría el 
transporte de los anticuerpos IgG a través de la barrera mucosa (Mayer et al., 2004). En esta 
Tesis, ambos virus indujeron la secreción de IgG1
 
en el período post infección. En los animales 
infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal este isotipo se detectó en un sólo animal (No 506) durante 
dos días (días 9 y 12 pi) con un título de 0,9 (log10), mientras que en los animales infectados con la 
cepa BoHV-1 LA se encontraron títulos altos (hasta 3,3 log10) a los días 9 y 12 pi, similares a los 
reportados luego de una infección con BoHV-1 salvaje (Madic et al., 1995a). Estos resultados 
serían coherentes con la teoría del transporte selectivo de este isotipo desde el suero, 
considerando que se detectaron títulos mayores de anticuerpos séricos en los animales infectados 
con la cepa BoHV-1 LA que con la cepa BoHV-1∆gEǃgal. 
Posteriormente, se detectó una rápida y elevada respuesta secundaria luego del tratamiento 




que presentó reexcreción viral alcanzando títulos de 3,9 (log10). En los animales infectados con la 
cepa BoHV-1∆gEǃgal no se detectaron anticuerpos en secreciones nasales luego de la 
administración de dexametasona, aportando evidencias de que en estos animales la reactivación 
viral no parece haber sucedido.     
En numerosas ocasiones se ha reportado que los anticuerpos IgA presentes en la mucosa 
nasal son efectivos en la protección frente a infecciones virales respiratorias (Haan et al., 2001; 
Israel et al., 1992; Nedrud et al., 1987; Renegar et al., 1991a, b), y previenen la diseminación viral 
a hospedadores susceptibles. La inducción de IgA depende del inmunógeno, la ruta de 
inmunización y el adyuvante utilizado (Gao et al., 1995). Varios trabajos han reportado la presencia 
de IgA en mucosas de bovinos inmunizados con diversas vacunas de BoHV-1 (Gao et al., 1994, 
1995; Israel et al., 1992; Zhu et al., 1996) y luego de la infección con este virus (Madic et al., 
1995a). Sin embargo, no existe hasta el momento información publicada sobre la evaluación de 
anticuerpos en secreciones nasales de animales infectados con una cepa de BoHV-1 que porte 
deleciones en el gen gE. 
En esta Tesis, se detectaron anticuerpos de isotipo IgA en las secreciones nasales de los 
animales infectados con la cepa BoHV-1∆gEǃgal durante la infección aguda a partir del día 7 pi, 
alcanzando un título de 1,5 (log10) a los 12 dpi. Esto constituye el primer reporte de la respuesta 
inmune en mucosas de una cepa gE- y reafirma el hecho de que esta cepa es inmunogénica a 
pesar de replicarse en bajos niveles. Asimismo se detectó este isotipo en las secreciones de 
animales infectados con la cepa BoHV-1 LA a partir del día 7 pi. Al día 9 pi todos los animales 
desarrollaron IgA, alcanzando valores de 2,1 (log10) a los 12 dpi. Estos resultados coinciden con los 
reportados por Madic et al. (1995a) obtenidos luego de la infección de varios grupos de bovinos 
con ocho cepas diferentes de BoHV-1 por vía intranasal, aunque en esa oportunidad el título 
obtenido fue menor y la detección se demoró hasta el día 10 pi.  
Previo a la realización del tratamiento inmunosupresor se detectó la presencia de IgA en las 
secreciones de uno de los dos animales latentemente infectados con la cepa BoHV-1 LA, 
coincidiendo con el trabajo de Madic et al. (1995a), mientras que en los dos animales infectados 
con la cepa BoHV-1ΔgEβgal no se detectó este isotipo.  
Luego de la administración de dexametasona se observó una rápida respuesta de IgA en 
ambos animales infectados con la cepa BoHV-1 LA, siendo mayor el título alcanzado por el animal 
que reexcretó virus (No 21), indicando la existencia de respuesta de memoria en las mucosas. En el 
trabajo de Madic et al. (1995b), el número de animales que desarrolla una respuesta de IgA es 
incluso mayor que la cantidad de animales que reexcreta virus o presenta incrementos en 
anticuerpos de tipo IgG en suero, sugiriendo que la respuesta de IgA sería el indicador más 
sensible de reactivación viral (Madic et al., 1995b). En este sentido, el animal infectado con la cepa 
BoHV-1 que no reexcretó virus (No 22) mostró un incremento en el título de IgA, por lo que 




Por su parte, los animales infectados con la cepa BoHV-1ΔgEβgal no desarrollaron IgA luego 
de la administración de dexametasona. La ausencia de una infección latente y por ende de 
reactivación podría explicar esto, y por ello no puede descartarse la existencia de memoria de 
mucosas hasta evaluar la respuesta inmune luego de un desafío viral. 
 
En resumen, el conjunto de los resultados obtenidos en las experiencias in vivo utilizando la 
cepa BoHV-1ΔgEβgal y discutidos aquí sugieren que la alteración en la dispersión que presenta 
esta cepa produce la ausencia de excreción viral, lesiones y signos clínicos en el bovino luego de la 
infección bajo las condiciones experimentales ensayadas en este trabajo de Tesis. No se 
encontraron evidencias de que esta cepa alcance e infecte tonsilas o GT, constituyendo éste el 
primer reporte de una cepa replicativa de BoHV-1 que no establecería una infección latente ni 
reactivación/reexcreción viral. Todo esto tendría importantes implicancias en la estabilidad de esta 
cepa, disminuyendo los riesgos de dispersión del virus en los rodeos y de recombinación, así como 
reduciendo la incidencia de enfermedad respiratoria bovina. Asimismo, este trabajo constituye la 
primera descripción de los niveles de anticuerpos e isotipos en secreciones nasales de bovinos 
infectados con una cepa BoHV-1 gE-. 
Adicionalmente, la experiencia de infección viral con BoHV-1 y la metodología desarrollada 
en este trabajo aplicada al análisis de muestras provenientes de animales infectados, constituyen 
una valiosa herramienta para el estudio de la patogenia de virus genéticamente modificados, virus 
recombinantes y aislamientos de campo. Por otro lado, resulta una contribución al conocimiento de 
la cepa parental BoHV-1 LA que se utiliza en las experiencias de desafío viral llevadas a cabo por 
nuestro laboratorio. 
 
Los resultados de este trabajo de Tesis, conjuntamente con los antecedentes de 
inmunogenicidad, protección frente al desafío viral e inocuidad de la cepa BoHV-1ΔgEβgal y la 
creciente tendencia mundial al uso de vacunas marcadoras en el control de la enfermedad causada 
por BoHV-1, indican que la cepa BoHV-1ΔgEβgal podría incorporarse como inmunógeno vivo en los 







• La cepa BoHV-1∆gEǃgal es menos eficiente en la dispersión viral respecto a la cepa 
parental BoHV-1 LA y a otras cepas gE-, tanto en el mecanismo de pasaje célula a célula 
como en el de liberación de partículas virales infectivas al medio extracelular.  
 
• La cepa BoHV-1∆gEǃgal produce menos partículas virales infectivas que la cepa BoHV-1 LA 
y que otras cepas gE-.  
 
• El comportamiento in vitro de la cepa BoHV-1 LA no difiere del de otras cepas de 
referencia de BoHV-1. 
 
• El virus BoHV-1∆gEǃgal se encuentra atenuado en su virulencia en el hospedador natural, 
y esta atenuación es mayor que la descripta para otras cepas gE-. 
 
• El virus BoHV-1 LA es una cepa de virulencia moderada.  
 
• La cepa BoHV-1∆gEǃgal induce una respuesta inmune humoral sérica y de mucosas. 
 
• El virus BoHV-1∆gEǃgal no establece una infección latente en los tejidos asociados a la 




• La cepa BoHV-1∆gEǃgal podría ser utilizada como vacuna viva en un plan de control de 
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